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El uso de edulcorantes no nutritivos es una de las medidas de salud generadas para disminuir el 
riesgo de enfermedades como la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2; no obstante, sus efectos 
metabólicos y sus posibles beneficios en la salud han sido recientemente cuestionados, ya que 
existe evidencia sobre alteraciones metabólicas inesperadas, derivados del uso frecuente de estos 
compuestos. 
La regulación del metabolismo energético depende en gran medida de las funciones del sistema 
nervioso central, que depende principalmente de un suministro adecuado de glucosa para su 
homeostasis. Los efectos del consumo frecuente de edulcorantes sobre el tejido nervioso son aún 
desconocidos. El funcionamiento adecuado de las células neuronales depende asimismo de 
múltiples mediadores solubles, entre ellos, factores de crecimiento celular como los los factores de 
crecimiento similares a insulina (IGFs) tipo I y tipo II, que son proteínas endógenas que favorecen 
tanto la supervivencia como la diferenciación celular. Dichos factores han sido relacionados en los 
últimos años con el desempeño adecuado de las funciones cognitivas, entre ellas, el aprendizaje y 
la memoria. 
El objetivo de este proyecto fue determinar si el consumo frecuente de edulcorantes no nutritivos 
afecta los procesos cognitivos de aprendizaje y memoria espacial y si esto se relaciona a cambios 
en la expresión de IGFs en el sistema nervioso central en un modelo murino. Para este fin, se 
emplearon ratones de la cepa BALB/c, machos y hembras, de 8 semanas de edad, que fueron 
suplementados con los edulorantes sacarosa, sucralosa o glucósidos de esteviol durante seis 
semanas. La evaluación del aprendizaje y memoria espacial se realizó por medio del laberinto de 
agua de Morris. Al término del tratamiento, se realizó la disección del tejido cerebral, que se empleó 
para determinar la expresión de IGFs por medio de western-blot. Los resultados mostraron 
diferencias significativas entre sexos en la capacidad de memoria espacial de los ratones 
suplementados con edulcorantes no nutritivos, aunadas a cambios en la expresión de IGF-1 en 
ratones macho, lo que sugiere que el consumo frecuente de estos compuestos afecta procesos 




Los edulcorantes son substancias que proveen un sabor dulce, los cuales pueden ser clasificados 
en nutritivos y no nutritivos, naturales y artificiales. Inicialmente, el consumo de los edulcorantes 
no nutritivos fueron utilizados con fines preventivos o como tratamiento complementario en 
patologías como la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2. Sin embargo, debido a que se consideran 
como sustancias inocuas, su consumo cada vez es mayor en la población en general, sin conocer a 
fondo sus efectos en la salud. Entre los edulcorantes más utilizados por la población se encuentran 
la sacarosa, considerada como el estándar para comparar la intensidad de dulzor en otros 
edulcorantes, mientras que entre los no nutritivos más consumidos se encuentran la sucralosa, que 
es 600 veces más dulce, y los glucósidos de esteviol, que son 300 veces más dulces que la sacarosa. 
El Sistema Nervioso tiene como función controlar y regular los diversos estímulos recibidos que 
deben ser procesados por células nerviosas, con la finalidad de elaborar una respuesta adecuada. 
Su funcionamiento depende de una gran variedad de moléculas, incluyendo neurotransmisores, 
hormonas y factores de crecimiento. Entre ellos, los factores de crecimiento similares a insulina 
(IGFs) tipo I y tipo II han cobrado especial importancia, dado que son proteínas endógenas que 
favorecen la supervivencia y la diferenciación celular, permitiendo la homeostasis neuronal. 
Adicionalmente, estas moléculas se han relacionado al desempeño adecuado de funciones 
cognitivas, como los procesos de aprendizaje y memoria.  
La homeostasis del tejido nervioso requiere concentraciones adecuadas de glucosa, debido a que 
es la principal fuente de energía para las neuronas. Debido a ello, el consumo frecuente de 
suplementos dietéticos que proporcionan pocas calorías podrían tener efectos en este sistema, 
motivo por el cual el objetivo de este proyecto de investigación fue determinar si el consumo 
frecuente de edulcorantes no nutritivos puede tener un efecto sobre los procesos cognitivos de 












Los edulcorantes son substancias que proveen un sabor dulce, los cuales pueden ser clasificados 
en base al contenido nutritivo, pudiendo ser nutritivos y no nutritivos, o bien pueden clasificarse 
según su origen, en naturales o artificiales (1).  
 
Historia de los edulcorantes no nutritivos 
Entre los primeros edulcorantes descubiertos en el siglo XIX en los Estados Unidos se encuentra 
la sacarina, potente edulcorante sintético no nutritivo aprobado para el consumo humano y por lo 
tanto, comercialmente disponible. Descubierto por Constatine Fahlberg en 1879, el hallazgo fue 
accidental, mientras trabajaba con derivados del alquitrán del carbón con la esperanza de encontrar 
un nuevo conservador para alimentos, él reportó que al “probar” sus dedos, encontró un sabor 
sorprendentemente dulce. Este hallazgo lo llevó a realizar experimentos secretos y en 1893, su 
producto debutó en la “World´s Columbia Exhibition”, en Chicago (1,2). Para 1930, el azúcar fue 
racionada durante la primera guerra mundial, generando un amplio uso de la sacarina; sin embargo, 
fue considerada como un sustituto inferior, un símbolo de codicia y un producto de uso exclusivo 
para diabéticos (2).  
Entre 1945 y principios de los años 50´s, las mujeres americanas empezaron a usar la sacarina y 
los ciclamatos con la finalidad de mantenerse delgadas, o bien, debido a la restricción de azúcar en 
tiempos de guerra, por lo cual los empezaron a emplear como edulcorantes alternativos (1). A 
principios de 1977, la Food and Drug Administration (FDA) anunció que la sacarina sería removida 
del mercado de los Estados Unidos, al igual que los ciclamatos, debido a la posibilidad de producir 
cáncer, considerando estas sustancias como otro factor carcinógeno (1,3). 
Posteriormente, se emplearon los ciclamatos, el aspartame y la sucralosa, los cuales permitían 
experimentar el sabor dulce en los alimentos junto con una reducción dramática en el consumo de 
calorías en relación a otros edulcorantes nutritivos, como la sacarosa (1).  
 
Relevancia del consumo de edulcorantes 
El consumo de los edulcorantes, en base a las características de alimentos y bebidas que los 
contienen, se ha incrementado con el tiempo en todos los grupos de edad (4), lo cual es importante 
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particularmente en los niños, debido a su pequeña talla y al alto consumo relativo de estos azucares 
en la actualidad (5).  
Generalmente no se reportan las cantidades actuales de edulcorantes contenidos en alimentos y en 
bebidas (4). Por tal motivo, la cuantificación de la cantidad precisa de estas sustancias en los 
alimentos es difícil de realizar. Aunado a que el poder dulcificante de los azúcares artificiales es 
cientos de veces mayor que el de la sacarosa (6), ambas situaciones contribuyen a que su consumo 
sea cada vez mayor en la población en general, además de generar la idea de estar consumiendo 
una sustancia baja en energía, lo cual induce a su vez mayor consumo, generando una asociación 
entre los edulcorantes y la ganancia de peso, ocasionando alteraciones en el metabolismo corporal 
(7).  
Actualmente, entre las medidas de salud generadas para disminuir el riesgo de patologías como la 
obesidad y la diabetes mellitus, se encuentran las modificaciones en la dieta, entre ellas el uso de 
edulcorantes no nutritivos (8,9). Estos compuestos satisfacen los deseos de dulzura y palatabilidad 
sin proporcionar energía extra, en comparación de los alimentos y bebidas que contienen azúcares 
nutritivos (10–14). La mayoría de los edulcorantes son consumidos de manera usual en sodas 
(bebidas carbonatadas), bebidas de frutas, limonadas y té helado (15). Cabe mencionar que además 
del uso de edulcorantes no nutritivos en bebidas de “dieta” o “light”, también son frecuentemente 
utilizados en alimentos como yogurths, pudines, pasteles y helados (16).  
A principios de los años 90´s, el consenso con respecto a los edulcorantes no nutritivos fue que no 
incrementaban el peso en humanos (17–19). Sin embargo, desde hace poco tiempo, un número 
significativo de estudios han publicado la relación entre el consumo de bebidas con endulzantes y 
la obesidad, la hipertensión y otras alteraciones metabólicas (20). Por lo tanto, han sido 
cuestionados sus efectos metabólicos, así como los beneficios en la salud (21,22), a pesar de 
considerarse metabólicamente inertes (23). Datos recientes de estudios epidemiológicos en 
humanos y hallazgos en modelos animales sugieren que el uso de edulcorantes no nutritivos puede 
alterar el balance de energía, contribuyendo a la obesidad y otras alteraciones negativas en la salud, 
como el síndrome metabólico (24,25). Adicionalmente, se ha relacionado con alteraciones en la 
circunferencia de la cintura, en la presión sanguínea y la concentración de glucosa en ayuno (26–
29), además de resistencia a la insulina asociada con la incidencia de diabetes mellitus tipo 2 y un 
pobre control de glucosa en pacientes con antecedentes de pacientes con esta enfermedad (30,31). 
Asimismo, se ha observado un incremento en la concentración de lipoproteínas de baja densidad, 
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colesterol y triglicéridos, así como disminución de lipoproteínas de alta densidad, relacionadas a 
su consumo (32,33). También se ha encontrado que los edulcorantes no nutritivos pueden interferir 
con la respuesta fisiológica intestinal, debido a que pueden modificar la microbiota y favorecer el 
proceso inflamatorio intestinal, que se asocia con alteraciones metabólicas en la capacidad de 
absorción de glucosa y su homeostasis (34).    
Diversos estudios han analizado los efectos de los edulcorantes no nutritivos, en relación con el 
peso corporal, así como otros parámetros metabólicos, tanto en adultos como en niños, los cuales 
son necesarios para entender los efectos de los edulcorantes no nutritivos en el metabolismo y la 
salud (5).  
 
Edulcorantes permitidos 
El consumo de edulcorantes es regulado por diferentes organismos a nivel mundial. En México, la 
Secretaría de Salud (SSA), conforme a la Ley General de Salud, ejerce las atribuciones de 
regulación, control y fomento sanitario de los edulcorantes, a través de la Comisión Federal para 
la Protección contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), indicado en el Reglamento de Control 
Sanitario de Productos y Servicios (35). Otros organismos que también participan en la regulación 
de estas sustancias a nivel mundial son la Food and Drug Administration (FDA), así como la 
Comisión del Codex Alimentarius (CAC), creado por la Organización de las Naciones Unidas 
(ONU) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) (36), las cuales consideran como edulcorante 
aquel compuesto capaz de producir un sabor dulce en la boca, clasificándose de la siguiente 
manera: 
 
 Por su origen: naturales y artificiales 
 Por su valor nutritivo:  
o Nutritivos (hidratos de carbono: sacarosa, glucosa, fructuosa;  alcoholes: 
sorbitol, xilitol; glucósidos, hermandulcina, filodulcina; proteínas: 
taumantina, miel, maple) 
o No nutritivos (sacarina, ciclamato, sucralosa, acesulfame–K, manitol, 
aspartame, alitame, neotamo y glucósidos de esteviol) (36).  
Actualmente se han aprobado varios edulcorantes no nutritivos para el consumo en humanos (Tabla 
1). Además, también se ha establecido un nuevo sustituto de azúcar, extremadamente dulce, el 
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rebaudiósido A, derivado del extracto de la Stevia rebaudiana (Bertoni), conocida como estevia, 
el cual es un complemento dietario, generalmente reconocido como seguro (GRAS, del inglés 
Generally Recognized As Safe). Los edulcorantes bajos en calorías y no nutritivos son reconocidos 
por muchos nombres, que incluyen edulcorantes no nutritivos, edulcorantes no calóricos, 
edulcorantes de bajas calorías, edulcorantes de alta intensidad, edulcorantes sin sacarosa, 
edulcorantes intensos, sustitutos de azúcar y edulcorantes libres de azúcar (5,36,37).  
Para cada edulcorante se establece un consumo diario aceptable (ADI del inglés Acceptable Daily 
Intake), en miligramos (mg) por kilogramo (Kg) de peso, el cual es la cantidad del compuesto que 
se puede consumir a diario a lo largo de la vida sin riesgo apreciable para la salud. El ADI es 
típicamente 100 veces más bajo que la dosis del edulcorante que causa toxicidad en estudios en 
animales, para determinar si el edulcorante podría ser aprobado para su uso. También se puede 
establecer que el consumo humano típico de edulcorante, como Consumo Estimado Diario (EDI), 
puede ser inferior al ADI. Si el consumo diario estimado (EDI), es inferior al ADI, entonces el 





















(~18 botellas de refresco de dieta) 
160 – 220 X 
Neotame NNS, REG, GMP 2 mg/Kg 7,000 – 13,000 X 
Sacarina NNS, REG 5 mg/Kg 300 X 
Estevia GRAS 5 mg/Kg 300 X 
Sucralosa NNS, REG, GMP 
5 mg/Kg 
(~6 botellas de refresco de dieta) 
600 X 
Advantame NNS, GRAS 32.8 mg/Kg 20 000 X 
Extracto de 
fruta Luo Han 
Guo 
GRAS NE 100 - 250 X 
 
Tabla 1. Edulcorantes no nutritivos aprobados por la FDA. NNS: Edulcorantes no nutritivos (Non-Nutritive 
Sweetener); NUTRS: Edulcorante nutritivo (Nutritive sweetener); GMP: Bueno para las prácticas de manufactura 
(Good Manufacturing Practice); REG: Comida aditiva, para la cual una petición ha sido archivada y expedida una 





Sacarosa (azúcar de mesa) 
El azúcar común, también llamado sacarosa, es un carbohidrato de origen natural que se puede 
encontrar en frutas y vegetales (39), el cual está constituido como un disacárido natural formado 
por el enlace bioquímico de los monosacáridos glucosa y fructosa (Fig. 1) (40,41).  
La caña de azúcar (Saccharum officinarum) contiene entre 9 y 13% de sacarosa. El jugo obtenido 
de la molienda de la caña se concentra y cristaliza al evaporarse el agua por calentamiento, por lo 
cual, para su consumo se encuentra de forma sólida, constituido esencialmente por cristales sueltos 
(39,40).  
Las características del azúcar común son las siguientes: 
 Nombre químico:  Sacarosa (alfa–D–glucopiranosil–1–2–B–fructofuranósido) 
 Nombre comercial:  Azúcar estándar industrial  
 Familia química:  Carbohidratos 
 Sinónimos;    Azúcar de caña  
 Peso molecular:   342 
 Fórmula:   C12H22O11  
 
Figura 1. Estructura química de la sacarosa (42).  
 
El azúcar es un producto de importancia para el ser humano por su alto contenido energético. Es 
un elemento de consumo básico en la dieta de los humanos. Es también un insumo importante para 
la industria fabricante de alimentos y bebidas. Se considera una sustancia químicamente pura, la 
cual carece de proteínas, aminoácidos esenciales, vitaminas y minerales, suministrando únicamente 
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energía, además de ser considerado como el edulcorante estándar con el cual los demás 
edulcorantes pueden ser comparados (43).   
 
Sucralosa 
La sucralosa (1,6 – dicloro - 1,6 – dideoxy – β – D – fructofuranosil – 4 – cloro – 4 – deoxy – β – 
D - galactopiranosido), es un disacárido que se origina de la sacarosa, a la cual se le substituyen 
selectivamente tres átomos de cloro por tres grupos hidroxilos en la molécula del azúcar. La 
molécula resultante (Fig. 2) es 600 veces más dulce comparada con la sacarosa (44,45).  
 
 
Figura 2. Estructura química de la sucralosa (45).  
 
El producto se encuentra disponible comercialmente como “Splenda®”. Tiene una pequeña 
cantidad adicionada de maltodextrina, como un potenciador de volumen. La cantidad total de 
calorías que contiene es considerada como cero, aunque una despreciable cantidad de calorías son 
derivadas de la maltodextrina (44).  
Muchos edulcorantes no nutritivos tienen un sabor característico que es fácilmente detectable, lo 
cual puede inducir una tendencia afectiva hacia la sustancia ingerida. El edulcorante artificial 
sucralosa se ha considerado ideal en diversos estudios por su amplio uso, además de su ligero sabor 
amargo (46). Al considerarse de buena calidad por el hecho de ser altamente estable, permite ser 
utilizado a altas temperaturas, tanto para su uso en la industria como en casa, manteniendo la 







La estevia es una planta originaria de sudamérica, donde se consume desde hace más de 200 años 
por pueblos indígenas, y fue documentada científicamente por primera vez en 1899 como 
Eupatorium rebaudianum, por Moisés Santiago Bertoni, en Paraguay. Posteriormente, en 1905, se 
definió como Stevia rebaudiana, perteneciente a la familia de los girasoles. En 1970 se adoptó por 
primera vez como edulcorante en Japón. La seguridad del extracto de estevia para el consumo 
humano ha sido establecida por diversos estudios científicos (47,48).  
Los componentes del sabor dulce de la estevia se llaman glucósidos de esteviol, los cuales se 
encuentran de forma natural en la planta y son responsables del sabor dulce de la misma. Estos 
principios aislados pueden llegar a ser 300 veces más dulces que la sacarosa. Los glucósidos de 
esteviol comparten una estructura común de esteviol (Fig. 3). No son absorbidos en estómago ni 
en el intestino delgado; se metabolizan en hígado y se eliminan a través de la orina (47).  
 
 
Figura 3. Estructura de los glucósidos de esteviol (47).  
 
La Estevia rebaudiana (Bertoni), es un planta herbácea con propiedades extremadamente 
favorables para la salud humana. Es utilizada como endulzante natural, pues sus hojas molidas son 
30 veces más dulces que el azúcar de caña y si se seca la hoja entera, es 15 veces más dulce que el 
azúcar común (49). Actualmente se estudia un gran número de aplicaciones para la salud como 




Generalidades del sistema nervioso 
El sistema nervioso es una red compleja de estructuras especializadas como el encéfalo, médula 
espinal y nervios periféricos, que tienen como función controlar y regular el funcionamiento de 
todos los órganos y sistemas del organismo, coordinando su interrelación y la relación con el medio 
externo (53), de tal forma que se encuentra organizado para detectar cambios tanto en el medio 
interno como externo, evaluar está información y generar una respuesta para coordinar todas las 
funciones vitales (54). Las células encargadas de cumplir las tareas de relacionar y coordinar las 
funciones vitales del organismo son las neuronas, asociadas con otros tipos celulares para integrar 
el tejido nervioso y todos ellos en conjunto, el sistema nervioso (55).  
Este sistema recibe estímulos externos que son de diversa calidad. Por ejemplo, pueden ser 
químicos, como los del olfato o el gusto; así mismo, percibe estímulos que se generan en el interior 
del organismo, como la secreción glandular y la motilidad de órganos internos, entre otros (53,55). 
Los diversos estímulos recibidos son procesados por las neuronas, con la finalidad de elaborar una 
respuesta, que puede ser a su vez de estimulación o de inhibición, y conducirla a las células, tejidos 
y órganos efectores, para generar una respuesta de movimiento o de secreción. Los estímulos 
percibidos y las respuestas que se producen pueden ser voluntarias, involuntarias o una mezcla de 
ambos (56).  
El sistema nervioso se divide en dos grandes subsistemas (Fig. 4): 
1) Sistema Nervioso Central (SNC) 
Compuesto por el encéfalo (cerebro y cerebelo) y médula espinal, integrados por un 
conjunto de neuronas y células gliales. Ambas estructuras están localizadas en el eje mayor 
del cuerpo, ocupando la alineación central, desde la región cefálica hasta la región sacro – 
coxígea. 
2) Sistema Nervioso Periférico (SNP) 
Está integrado por:  
 Nervios, que son estructuras alargadas donde se concentran los axones neuronales, 
los cuales se originan principalmente del SNC; 
 Ganglios nerviosos, los cuales están formados por acumulaciones de neuronas fuera 
del SNC. Pueden ser de dos tipos: ganglios sensitivos, localizados a los lados del 
eje posterior de la médula espinal, y ganglios autónomos, localizados generalmente 




 Terminaciones nerviosas, las cuales son estructuras que permiten captar estímulos, 
así como conducir y transportar una respuesta al estímulo captado (55,56).  
 
Figura 4. División básica del Sistema Nervioso. (SN-Sistema Nervioso, SNC-Sistema Nervioso Central, SNP-
Sistema Nervioso Periférico). 
 
 
Mecanismo de acción de edulcorantes en el sistema nervioso. 
a) Mecanismos de transducción de los receptores gustatorios para los edulcorantes. 
La mayoría de los mamíferos prefieren el gusto por lo dulce, debido a que la glucosa es una fuente 
esencial de energía y la supervivencia depende de las concentraciones de este hidrato de carbono 
en sangre, los cuales deben ser mantenidas dentro de los límites normales. Existen otros azúcares, 
como la sacarosa y la fructuosa, los cuales son útiles debido a que pueden ser convertidos en 
glucosa, además de tener un sabor dulce similar (57,58). Con respecto a los edulcorantes no 
nutritivos, pueden ser ingeridos prenatalmente a través del líquido amniótico, ejerciendo cambios 
















Los azúcares estimulan los mecanismos de transducción gustatorios, por lo que la percepción de la 
intensidad del sabor permite a los animales reaccionar a las diferentes concentraciones de dulce. 
Además, la percepción de palatabilidad y recompensa ayuda a regular el consumo de azúcar, 
basado en el proceso de los cambios fisiológicos a corto o largo plazo durante el desarrollo (60).  
La ingestión de azúcares estimula inmediatamente la respuesta neuronal y ambiental, que en los 
humanos genera la distintiva cualidad de dulzura. En los roedores, en base a sus reacciones por la 
ingesta de azucares, se puede considerar que también tienen una calidad de sabor único, debido a 
que no generalizan su comportamiento a otros sabores conocidos, como el sabor salado, agrío, 
amargo o umami (61).  
Cuando los azúcares son ingeridos, entran en contacto con papilas fungiformes para el gusto, las 
cuales se encuentran en los dos tercios anteriores de la lengua. Cada una de estas papilas forma un 
complejo donde interactúan de 50 – 150 receptores celulares, algunos de los cuales tienen contacto 
periférico con los nervios gustatorios, que permiten la transmisión de los potenciales de acción al 
cerebro (62,63). La transducción de señales con los azúcares es a través de la unión al receptor, 
formando un dímero con siete dominios transmembranales, constituyendo las proteínas T1R2 y 
T1R3. Este dímero es acoplado a la proteína G para la señalización intracelular (64,65).  Los 
receptores de sabor dulce, incluida la familia del receptor T1R y α-gustducina, responden tanto a 
los azúcares nutritivos, como la sacarosa, fructuosa y glucosa, como a los edulcorantes no 
nutritivos, incluida la sucralosa (Splenda®), la sacarina, dulcina, sucralosa y acesulfame–K, además 
de los aminoácidos glicina y triptófano y otros componentes, como el sorbitol (66).  
Posterior de la unión a T1R2/T1R3, sigue una serie de eventos que eventualmente resulta en 
cambios en el funcionamiento neuronal (67). La activación de la proteína G inicia una cascada de 
eventos que causa la despolarización del receptor del gusto (Fig.5). Una vía importante involucra 
la estimulación de adenilato ciclasa, ocasionando un incremento en el AMP cíclico, el cual inhibe 
los canales de potasio (K+) por la vía de la proteína cinasa A, causando despolarización celular 
(68).  
Otra vía propuesta involucra la activación de fosfolipasa C B2 (PLCB2), la cual estimula los 
segundos mensajeros inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Hay evidencia de que la 
segunda vía es activada de forma débil por azúcares y tiene una gran función en la transducción de 






Figura 5. Cascada intracelular en el receptor del gusto activada por azúcares. T1R2 y T1R3: receptores del gusto. G 
protein: proteína G. PLC: Fosfolipasa C, DAG: diacilglicerol. IP3: Inositol trifosfato. Ca++: calcio. TRPM5: canal 
catión activado por calcio. AC: Adenilato ciclasa. cAMP: Adenosin monofosfato cíclico. PKA: Proteína cinasa A. K+: 
Potasio (68).  
 
Toda la información periférica gustatoria hace sinapsis con el núcleo del tracto solitario, seguido 
por proyecciones al núcleo parabraquial en el puente de Varolio, el tálamo y en la corteza agranular 
insular. Estas cuatro áreas son consideradas como las regiones gustativas del cerebro (71,72). Otras 
áreas cerebrales, como la amígdala, el hipotálamo lateral y la corteza orbitofrontal, contienen 
células que modifican su actividad después de la estimulación de las papilas gustativas (73). La 
percepción de la intensidad y calidad del gusto son generadas en el cerebro, la cual permite estimar 




Figura 6. Vías gustativas en el cerebro (77).  
 
Los azúcares evocan respuestas neuronales periféricas y centrales (72). El reconocimiento del 
azúcar tiene relativamente una mayor latencia, comparada con los componentes no dulces (78). El 
consumo de azúcar estimula fibras dopaminérgicas que se originan en el área tegmental ventral y 
se proyectan ampliamente a través de la concha del núcleo acumbens, donde la cantidad de 
dopamina esta correlacionada con el comportamiento de recompensa (79). Se ha observado que la 
ingesta de sacarosa o sacarina incrementa las concentraciones endógenas del opioide β-endorfina 
en plasma y líquido cefaloraquídeo, y el consumo de sacarosa incluso puede tener efectos 
analgésicos (80,81).  
 
b) Áreas del sistema nervioso relacionadas con la percepción de sabores dulces. 
La percepción del sabor dulce, tanto de los edulcorantes naturales como artificiales, es 
periféricamente mediada por los receptores T1R3, en conjunto con los receptores T1R2 de la 




IX y X al tracto del núcleo solitario, de ahí al núcleo talámico ventroposterior medial y hacia la 
corteza gustatoria primaria, que en humanos comprende el opérculo frontal y la ínsula anterior (84).  
La ínsula anterior está separada de la ínsula posterior por el sulcus central; la sección anterior está 
además dividida en un giro corto anterior, medio y posterior, y estudios por imagenología indican 
algunas diferencias funcionales de estas subunidades, en base a la respuesta por diferentes sabores 
(85). En algunos estudios de ha observado que los edulcorantes no nutritivos se unen a la subunidad 
de los receptores del sabor con mayor afinidad, debido a una baja constante de disociación 
comparada con la sacarosa (86). De hecho, en un estudio por resonancia magnética, se evaluaron 
a 12 mujeres saludables, a quienes se les dio a beber sacarosa y sucralosa con un gradiente de 
concentración al 10%, en el que encontraron que: 
1) La sacarosa y la sucralosa activan funcionalmente las vías primarias del sabor.  
2) El agrado por el sabor predice la respuesta de la ínsula izquierda.  
3) La sacarosa provoca una respuesta cerebral más fuerte en la ínsula anterior, en el opérculo 
frontal y en el cíngulo estriado y anterior, comparado con la sucralosa. 
4) La sacarosa estimula mejor el acoplamiento de las áreas cerebrales dopaminérgicas, en 
relación con el comportamiento de placer (87).  
 
Adicionalmente, se observó que la sacarosa estimula 10 áreas cerebrales, incluyendo el opérculo 
frontal derecho e izquierdo – ínsula anterior – claustro, giro cingulado, giro frontal superior 
derecho, núcleo dorsal medio del tálamo derecho y opérculo temporal derecho, en comparación 
con la sucralosa, que solo estimula 3 áreas cerebrales: el giro frontal superior derecho, el opérculo 
frontal derecho y el izquierdo (87).  
La ingesta de una bebida con edulcorante nutritivo, en comparación con un edulcorante no 
nutritivo, lleva a una mayor activación de la amígdala en estudios por resonancia magnética (RM) 
(88). Otros estudios sugieren que los edulcorantes pueden estimular las vías de recompensa, en 
donde el valor nutritivo de los alimentos tiene una función en la señalización de recompensa 
cerebral, independientemente de la dulzura (89). Además, se ha propuesto que la frecuente 
exposición a alimentos altamente dulces altera la preferencia por los mismos, además de que induce 
tolerancia (89).  
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También se ha observado en ratones knockout la preferencia hacia los azúcares naturales en 
ausencia del receptor T1R3, mostrando que la respuesta neuronal gustatoria no actúa para los 
edulcorantes no nutritivos, como la sucralosa, lo cual sugiere que el receptor T1R3 puede ser el 
único receptor del sabor para los edulcorantes no nutritivos, pero pueden existir receptores 
adicionales que respondan a los azúcares naturales (90). Adicionalmente, se ha observado que el 
sabor dulce que los edulcorantes no nutritivos o nutritivos produce activación del sistema de 
recompensa dopaminérgico, en donde ratones con inactivación del sabor dulce solo incrementan la 
dopamina en respuesta a los azúcares nutritivos, pero no a los edulcorantes no nutritivos (91).  
El agrado por el sabor cambia con diferentes estímulos dulces y varía de persona a persona (92), 
pero ha mostrado ser más que un estado independiente de deseo (93), aunque aún no se conocen 
bien las estructuras o circuitos de recompensa del cerebro en humanos que están específicamente 
relacionadas con este proceso (94,95).  
Por lo tanto, existe la posibilidad de que la respuesta cerebral pueda distinguir los edulcorantes 
nutritivos de los no nutritivos, lo que en forma consciente no es así, pero que además pueda haber 
diferencias en la síntesis de neurotransmisores, o en la respuesta a algunas hormonas relacionadas 
con el apetito e incluso en la expresión de factores neurotróficos. 
 
c) Efecto de los edulcorantes en el Sistema Nervioso. 
El comportamiento en la alimentación está altamente regulado por señales sensoriales internas que 
contribuyen a la decisión de comer, de tal forma que la palatabilidad y los nutrimentos de los 
alimentos, aunado a los requerimientos energéticos y su asociación con el aprendizaje, actúan como 
factores para tomar una decisión al comer (96).  
Para que se transmitan adecuadamente las señales sensoriales internas participan diferentes 
moléculas, como hormonas, factores de crecimiento y neurotransmisores, entre los que se 
encuentras la colecistoquinina (CCK), el Factor de Crecimiento Derivado del Cerebro (BDNF) y 
la serotonina, los cuales influyen en el comportamiento de la alimentación (97–99).  
Investigaciones recientes han mostrado las propiedades adictivas del azúcar, donde el concepto de 
adicción es comúnmente caracterizado por un comportamiento compulsivo e incontrolable 
provocado por la ansiedad, de forma similar al comportamiento ocasionado por enfermedades 
adictivas por drogas y/o alimentos, lo cual puede sugerir que tanto el azúcar como otras sustancias 
dulces pueden ser fisiológicamente adictivas (100).  
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Tanto el consumo de drogas como el consumo de alimentos involucran hábitos de aprendizaje y 
reforzamiento intenso, así como vías de recompensa, las cuales persisten a pesar de las posibles 
consecuencias negativas (101,102). Las vías neurobiológicas para entender el gusto y la adicción 
a los azúcares son posiblemente similares a las involucradas en la adicción a las drogas, debido a 
que comparten los mismos neurotransmisores, los mismos receptores y activan muchas de las 
mismas regiones cerebrales (103,104). Esto se observó en un estudio reciente en niños, en el que 
se demostró que el alcoholismo familiar y los síntomas depresivos se asociaban a una mayor 
preferencia por soluciones con concentraciones altas de sacarosa, así como un mayor consumo de 
alimentos dulces (105).  
Los azúcares pueden causar la liberación de opioides endógenos, endorfinas y dopamina en el 
cerebro (106); además, los edulcorantes no nutritivos, así como el azúcar, han mostrado ser 
efectivos para disminuir el dolor en los niños, lo cual provee una creencia sólida de que la 
percepción del sabor dulce puede alterar las respuestas fisiológicas centrales (107).  
En ratas, la dependencia al azúcar, definida por indicios de sobreconsumo, retiro e incremento del 
consumo después de su privación, conlleva a un cambio neurológico y de comportamiento (106). 
Sin embargo, cabe mencionar que los animales pueden seguir un patrón de comida particular, lo 
cual puede evocar una respuesta con los azúcares. Este patrón puede ser difícil en humanos, debido 
a que la reacción puede depender de un patrón alimenticio específico, más que de una adicción 
fisiológica (89).  
 
Factores de Crecimiento similares a Insulina (IGFs) en el SNC 
La teoría trófica propone que durante el desarrollo, las células nerviosas compiten por 
concentraciones limitantes de factores de crecimiento secretados por el tejido diana (108). Las 
células nerviosas que consiguen obtener las concentraciones suficientes y adecuadas, son las que 
desencadenan diferentes vías de señalización para sobrevivir y proliferar (109).  
Los factores de crecimiento del SNC, o factores neurotróficos, son proteínas endógenas que junto 
con ciertas citocinas o por si solos, pueden actuar directamente sobre células precursoras de dicho 
sistema para favorecer tanto la supervivencia como la diferenciación celular, así como su 
regulación a través de la interacción con receptores específicos, y producen factores de 
transcripción para controlar su autorenovación, que entre otras funciones también permiten el 
establecimiento de conexiones sinápticas (109,110). Algunos de estos factores son el factor 
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neurotrófico derivado del encéfalo (BDNF), factor neurotrófico ciliar (CNTF), factor de 
crecimiento de fibroblastos (bFGF), factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF), factor de 
crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF-I) y el factor de 
crecimiento similar a la insulina tipo II (IGF-II) (110).  
Estos factores tróficos pueden actuar de forma autocrina, paracrina o endocrina (111,112),  como 
se ejemplifica en la (Fig. 7). 
 
 
Figura 7: Mecanismo de acción de los factores tróficos (modificada) (112).  
 
Sin embargo, las células progenitoras del adulto son menos resistentes y su mecanismo de 
renovación es generalmente limitado (113). En los últimos años se han descrito poblaciones de 
células precursoras multipotenciales en diferentes regiones del SNC del adulto, especialmente en 
la zona subventricular, el giro dentado del hipocampo, la retina y el canal central de la médula 
espinal (114).  
Las células gliales, principalmente los astrocitos, tienen la capacidad de controlar algunos procesos 
de la neurogénesis en la etapa adulta, así como la integración hacia los circuitos preexistentes 




Figura 8. Neurogénesis en el adulto y su regulación por la glía (modificada) (115).  
 
Una vez establecidas las células del SNC, se activan diferentes vías de señalización intracelular 
para estimular la sinaptogénesis. De hecho, en un área particular puede existir una ramificación 
guiada por axones de crecimiento y proteínas, con múltiples sitios de acoplamiento para neuronas, 
glucoproteínas y algunos factores tróficos (110,115). Sin embargo, las alteraciones nutricionales 
pueden actuar como un factor negativo, disminuyendo su desarrollo y por ende, su función (116–
120).  
La expresión de factores tróficos en la regulación de los diferentes mecanismos celulares del SNC 
durante el desarrollo y en la etapa adulta, permiten establecer una correcta formación de circuitos 
cerebrales (117,118). Algunos de los factores que se han relacionado con la mejora en la función 
cognitiva del SNC son los IGFs.  
Las primeras observaciones sobre los IGFs (del inglés, Insulin-like Growth Factors) iniciaron en 
1957, con Salmon y Daughaday (121), quienes postularon que la hormona del crecimiento por sí 
misma no estimulaba el crecimiento in vitro ni in vivo, pero que inducía la formación de factores 
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que mediaban el mecanismo de la hormona de crecimiento. Estos en un inicio fueron llamados 
factores de sulfación, debido a que tenían la habilidad de estimular la incorporación de sulfato 
radiomarcado dentro del cartílago de rata. Posteriormente fueron denominadas somatomedinas 
(122), las cuales se observaron en músculo, tejido adiposo y otros tejidos, lo que permitió 
identificarlos más a fondo, para ser denominados Factores de Crecimiento similares a Insulina tipo 
I y II, los cuales son péptidos mitogénicos, pleiotrópicos, con secuencia y homología estructural 
con la insulina (121,123). Entre los principales órganos blanco para estos factores de crecimiento 
se encuentran el cerebro, músculo, hueso, cartílago, páncreas, ovario, piel y tejido adiposo (124).  
Los IGFs son expresados en el tejido fetal desde la formación del cigoto, durante su implantación, 
hasta el nacimiento, siendo más extensa su expresión en humanos que en roedores (125). A 
diferencia de muchas hormonas peptídicas, los IGFs no se producen ni almacenan dentro de las 
células de tejidos específicos, sino que se originan en la mayoría de las células del cuerpo; sin 
embargo, el hígado es el principal origen de estos factores, ejerciendo su actividad autocrina y 
paracrina en diferentes tejidos (126). Además, la expresión de IGF-II aparece antes que la de IGF-
I en el tejido fetal, durante la segunda mitad del embarazo (127).  
Estos péptidos promueven la diferenciación, migración y agregación celular, además de que 
intervienen en la inhibición de la apoptosis (128), proporcionando señales importantes para 
controlar el desarrollo en la etapa prenatal y posnatal en mamíferos. Son regulados a través de un 
sistema de receptores o proteínas transportadoras específicas, o mediante la unión a proteínas en 
circulación, por lo que no se encuentran de forma libre en el suero (129). Por otro lado, las 
concentraciones de hormona del crecimiento, el estado nutricional, la adecuada secreción de 
insulina, así como una adecuada función tiroidea, también participan en la regulación de las 
concentraciones de estos factores de crecimiento en otros tejidos, como él páncreas (130).  
Los IGFs se consideran una familia que incluye dos ligandos (IGF-I e IGF-II), dos receptores de 
superficie celular (IGF-IR, IGF-IIR), por lo menos 6 proteínas de unión (IGFBP1 a IGBP6) y 





Figura 9. Familia de Factores de Crecimiento de Insulina. IGFBP – Proteínas de unión a IGF (Modificado) (131).  
 
La biodisponibilidad de los IGFs, tanto en la circulación como en tejidos, en función de la 
modulación e interacción con sus respectivos receptores, está determinada por su velocidad de 
producción, el espacio y afinidad de las proteínas de unión de alta afinidad, como IGFBP1 - 6 y 
péptidos de baja afinidad relacionados a IGFBP, como los IGFBP-rP1-4 (131). Las 
concentraciones de estos factores en sangre son aproximadamente 100 veces más altas que las de 
otras hormonas peptídicas (129).  
Con respecto a su estructura, IGF-I e IGF-II son polipéptidos de cadena simple, con homología del 
62% con la proinsulina. Ambos contienen dominios A y B, que son homólogos a las cadenas de 
insulina, pero que, a diferencia de la insulina, no son sometidos a proteólisis post-traduccional, sino 
que permanecen unidos en los péptidos maduros por un análogo de dominio C, similar al de la 
insulina, además de que también difieren en un dominio D, que tampoco está presente en la insulina 
(129,132,133).  
En los últimos años se han comenzado a estudiar las vías intracelulares y los mecanismos 






La cognición se ha definido como una estrategia de supervivencia, frente a las fuertes presiones 
ambientales que el hombre ha enfrentado durante su evolución, así como en su desarrollo y 
crecimiento, generada por el cerebro a partir de la sensación percibida por el estímulo sensorial así 
como el efecto que produce involucrando diversas manifestaciones conductuales como memoria, 
aprendizaje, atención, emoción, lenguaje, pensamiento y conciencia (134).  
Los diferentes procesos cognitivos requieren de una compleja red de conexiones estructurales entre 
el hipocampo, la corteza cerebral, el tálamo, el hipotálamo y el sistema límbico (135), estas 
conexiones son interneuronales e incluso la participación de los astrocitos es importante, debido a 
que componen aproximadamente la mitad del volumen del tejido cerebral, que se les conoce por 
su acción con mecanismos como dar estructura a las neuronas así como proporcionarles soporte 
metabólico y funcional; sin embargo, también se ha demostrado en estudios in vitro como in vivo, 
que debido a que también son células excitables, tienen una función relevante en el procesamiento 
de la información en el cerebro (136,137), de hecho, algunos estudios se han enfocado en su 
participación en sinapsis glutaminérgicas relacionadas con los procesos cognitivos, donde se 
observa una sinapsis tripartita glutaminérgica, es decir, el modelo donde se conectan las dos 
neuronas, una presináptica y otra postsináptica en relación con un astrocito con sus respectivas vías 
de señalización intracelular (138).  
El incremento del glutamato liberado de las neuronas hacia los astrocitos, se une a los receptores 
metabotrópicos que permiten la liberación de calcio en los astrocitos generando una activación de 





Figura 10. Sinápsis tripartita glutaminérgica. Glutamato liberado por la neurona presináptica, unida con el astrocito y 
la neurona postsináptica.Glu-glutamato, AMPA – receptor glutaminérgico ionotrópico  ácido α-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol, NR2A/NR2B – subunidades del receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) (138).   
 
Los astrocitos forman un red acoplada por uniones comunicantes, formando un sincitio funcional, 
donde las entradas glutaminérgicas heterosinápticas, entran hacia las neuronas corticales e 
hipocampicas, activando a los receptores ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPA), 
ocasionando la despolarización celular mediante la subunidad NR2A de los receptores N-metil-D-
Aspartato (NMDA), promoviendo la entrada de calcio que causa la potenciación de la membrana 
relacionada con el aprendizaje, principalmente por cascadas de señalización y expresión genética 
que lleva a un incremento en la respuesta AMPA dependiente (139). Esta red astrocítica puede 
retroalimentar la actividad cerebral y el comportamiento, induciendo efectos perceptivos, 
cognitivos, endócrinos y motores (138).  
 
Glucosa en la cognición  
Los procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria requieren de la interacción entre la red 
astroglial, oligodendrocitos, elementos sanguíneos y el líquido cefalorraquídeo, para constituir un 
ambiente que favorece la red y función neuronal. Adicionalmente, factores externos, como la 
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nutrición, son importantes debido a que la glucosa es el principal requerimiento energético para el 
tejido cerebral (140).  
Estructuras como la corteza o el hipocampo están relacionadas con procesos cognitivos de 
aprendizaje y memoria, siendo susceptibles a modificaciones en la nutrición, por lo que cuando 
existe un aporte en exceso o en disminución en la cantidad o calidad de los nutrimentos, se observan 
alteraciones en el desarrollo, homeostasis, plasticidad y función neuronal de estas áreas cerebrales 
(141).  
Las modificaciones nutricionales pueden alterar la disponibilidad de glucosa, afectando la 
producción energética necesaria para la síntesis de neurotransmisores, factores de crecimiento y 
hormonas (142,143). Actualmente el consumo de glucosa se ha visto modificado por las estrategias 
para disminuir o prevenir algunas enfermedades crónicas degenerativas, como la diabetes mellitus 
o la obesidad, mediante el uso de edulcorantes libres de calorías (144). No obstante, los efectos de 
estos compuestos en el sistema nervioso no se han reportado. Considerando que los cmabios en la 
disponibilidad de glucosa en el tejido nervioso se ha relacionado con patologías degenerativas del 
sistema nervioso (145), es necesario determinar los posibles efectos fisiológicos derivados del 
consumo frecuente de edulcorantes no nutritivos y su impacto en funciones cerebral relacionadas 

















2. Planteamiento del problema 
El consumo en exceso de azucares incrementa la susceptibilidad a sufrir patologías crónicas como 
la obesidad y la diabetes mellitus tipo II, por lo que se han buscado nuevas estrategias para 
disminuir este riesgo, entre ellas el consumo de edulcorantes no nutritivos. Estos compuestos son 
considerados benéficos para la salud, motivo por el cual el consumo de sustancias como la 
sucralosa y los glucósidos de esteviol ha dejado de ser exclusivamente para condiciones 
patológicas, incrementado su ingestión en la población en general. Sin embargo, estudios recientes 
han puesto en duda su efecto benéfico, debido a que el consumo de edulcorantes no nutritivos ha 
tenido efectos inesperados, y en algunos casos adversos, en el metabolismo energético y en la salud 
en organismos vivos. 
El control del metabolismo energético depende en gran medida de las funciones del sistema 
nervioso central, donde las neuronas y células gliales regulan estos procesos a través de citocinas, 
hormonas, y factores neurotróficos como los factores de crecimiento similares a insulina (IGFs), 
manteniendo la homeostasis y funcionalidad del tejido nervioso. Asimismo, el comportamiento 
alimentario en los organismos vivos depende a su vez de procesos cognitivos que incluyen 
funciones de aprendizaje y memoria, para que el organismo busque alimentos nutritivos o 
agradables al paladar. 
El funcionamiento adecuado de las neuronas requiere de concentraciones adecuadas de glucosa, 
generalmente proporcionadas por la dieta; no obstante, las modificaciones a la disponibilidad de 
energía en la dieta pueden afectar la producción de factores de crecimiento como los IGFs a nivel 
sistémico y en el tejido nervioso, pudiendo tener efectos nocivos sobre las células neuronales. 
Hasta el momento, se desconoce el efecto que estas sustancias puedan tener en las funciones 
celulares del tejido nervioso, así como en las funciones cognitivas, por lo que se plantea la siguiente 
pregunta de investigación: 
 
Preguntas de investigación: 
¿Cuáles son las consecuencias del consumo frecuentemente de edulcorantes no nutritivos en la 
expresión de factores de crecimiento similares a insulina o sus receptores, así como en funciones 






Debido a que el principal combustible para el funcionamiento normal de las células del sistema 
nervioso es la glucosa, es importante determinar si las modificaciones en la dieta por el consumo 
frecuente de edulcorantes no nutritivos, pueden generar efectos potencialmente nocivos en el 
mismo. 
Se sabe que un aumento crónico en la concentración de glucosa en sangre se relaciona con 
patologías en diversos tejidos, incluyendo el sistema nervioso; por ejemplo, las concentraciones 
elevadas de forma crónica promueven el desarrollo de resistencia a la insulina y cambios en el 
funcionamiento celular, originando trastornos cognitivos, como el déficit de memoria. Igualmente, 
se ha demostrado que las modificaciones nutricionales, incluyendo el uso de edulcorantes no 
nutritivos, afecta la producción de factores de crecimiento necesarios para mantener la homoestasis 
sistémica, incluyendo los factores de crecimiento similares a insulina, que a su vez se relacionan 
con el desempeño adecuado de funciones cognitivas de aprendizaje y memoria. 
Debido a que el funcionamiento adecuado del sistema nervioso depende en gran medida de la 
disponibilidad energética a partir de glucosa y a que actualmente el uso de edulcorantes no 
nutritivos se emplea indiscriminadamente como alternativa para evitar el consumo de glucosa en 
la dieta, es importante determinar los posibles efectos fisiológicos que el consumo frecuente de 
estos compuestos puede tener sobre funciones de regulación de la homeostasis del tejido nervioso 

















Hipótesis alterna 1: 
El consumo crónico de sacarosa incrementa excesivamente las concentraciones de glucosa en el 
sistema nervioso central, por lo que afecta negativamente los procesos de memoria espacial; 
mientras que el consumo de edulcorante no nutritivos como la sucralosa y glucósidos de esteviol, 
mejora los procesos de memoria espacial al contrarrestar el exceso de glucosa en el tejido nervioso. 
 
Hipótesis alterna 2: 
El consumo crónico de sacarosa incrementa excesivamente las concentraciones de glucosa en el 
sistema nervioso central, disminuyendo la expresión de los factores de crecimiento similares a 
insulina, relacionándose con efectos negativos en procesos de aprendizaje y memoria, mientras que 
el consumo de edulcorante no nutritivos contrarresta el exceso de glucosa en el tejido nervioso, 





















5. Objetivos: General y específicos 
 
General: 
Determinar si el consumo frecuente de los edulcorantes no nutritivos sucralosa o glucósidos de 
esteviol afecta la expresión de IGFs en el sistema nervioso central de ratones y el desempeño 
cognitivo en procesos de aprendizaje y memoria espacial. 
 
Específicos: 
- Determinar si la suplementación frecuente con edulcorantes no nutritivos altera la expresión 
de factores de crecimiento similares a insulina o sus receptores en el cerebro de ratones, por 
medio de western-blot. 
- Determinar si existen afectaciones en los procesos de aprendizaje y memoria espacial en 
ratones suplementados frecuentemente con edulcorante no nutritivos, empleando la prueba 
del laberinto de agua de Morris. 
- Comparar los efectos de la suplementación con edulcorantes nutritivos y no nutritivos sobre 
las variables experimentales y con grupos control sin suplementación. 
- Analizar las diferencias encontradas entre los grupos que consumieron los diferentes 















6. Diseño metodológico  
6.1 Diseño del estudio 
Experimental, prospectivo, longitudinal, comparativo. 
 
6.2 Universo y Muestra 
Ratones de la cepa BALB/c, de ambos sexos. 
La conformación para cada grupo de edulcorante se realizó mediante selección aleatoria a partir de 
las camadas de ratones, donde fueron primero separados por sexo y posteriormente seleccionados 
al azar para conformar los grupos experimentales y controles. 
Se formaron  grupos de 8 ratones hembras y 8 ratones machos, de 8 semanas de vida, para cada 




Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Neuroquímica, de la Facultad de Medicina de 
la Universidad Autónoma del Estado de México, en el periodo Junio 2014- Enero 2017. 
 
Crianza de ratones 
La crianza de los ratones de la cepa BALB/c se realizó bajo condiciones estándar: con ciclo 
luz/obscuridad 12h:12 horas, temperatura promedio de 22°C, alimento (5001 Rodent Diet – Lab 
Diet) y agua natural purificada ad libitum, durante 8 semanas, desde su nacimiento.  
Posteriormente, a partir de las 8 semanas de vida, se establecieron los grupos para cada edulcorante, 
además del grupo control, con las mismas condiciones estándar pero con modificaciones en la 
bebida, los cuales estuvieron consumiendo durante 6 semanas dependiendo del grupo en el que se 
encontraban. 
 
Suplementación con edulcorantes 
Se prepararon 100 mL de cada una de las bebidas en agua purificada, a una concentración del 10% 
para la sacarosa y en su proporción comercial para glucósidos de esteviol (Svetia®) (1 g de 
presentación comercial conteniendo 0.025 g de glucósidos de esteviol); así como sucralosa 




El consumo de bebidas y alimento se registró a diario a la misma hora y bajo las mismas 
condiciones, así como el peso corporal del ratón, el cual se determinó una vez a la semana. 
 
Evaluación de memoria espacial mediante laberinto de Morris  
A las cinco semanas de la suplementación con edulcorantes, se realizó la evaluación de memoria 
espacial a cada ratón hembra y macho de cada grupo formado, usando el protocolo del laberinto de 
agua de Morris (anexo 1). Los primeros cinco días de prueba se consideran el periodo de 
entrenamiento y el sexto día fue para la evaluación de la memoria espacial. 
 
Disección de Tejido cerebral. 
Al término del periodo de evaluación de la memoria espacial, cada ratón fue sacrificado con 40 
mg/Kg de peso de pentobarbital sódico (6.3 g/100 mL) por vía intraperitoneal. Posteriormente, se 
realizó la disección del tejido cerebral y se almacenó a -70ºC para su uso posterior. 
 
Análisis de expresión de proteínas por el método de Western blot. 
El tejido cerebral fue disgregado en 100-500 µL de buffer de lisis, disgregándolo entre dos 
portaobjetos de vidrio previamente limpiados con etanol. Posteriormente, el tejido se recolectó en 
tubos de 1.5 mL y se colocó en hielo por 45 minutos, agitando con vórtex cada 15 minutos. 
Después, las muestras se centrifugaron a 4ºC y 13,000 rpm por 20 minutos (anexo 2), para obtener 
el botón celular, el cual se eliminó, mientras que las proteínas contenidas en el sobrenadante se 
dosificaron o almacenaron a -20º C hasta su posterior uso. 
Para dosificar las proteínas se utilizó una placa de 96 pozos, en la que se colocaron estándares de 
albumina a concentraciones de 0.1 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.6 mg/mL, 0.8 mg/mL, 1.0 
mg/mL y 1.2 mg/mL, empleando 5 µL/pozo de cada uno, por duplicado. Para las proteínas se 
colocó 1 µL/pozo de cada una, por duplicado. Se preparó una dilución 1:5 de reactivo de Bradford 
(BIORAD) con agua destilada, para colocar 200 µL de este reactivo a cada pozo de muestra. La 
lectura se realizó con un lector de microplacas con absorbancia a 595 nm. Con los datos obtenidos, 
se calculó la concentración de proteínas mediante una hoja de cálculo Excel y se prepararon las 
muestras a una concentración de 1-2 µg/µL agregando SLB (Sample Loading Buffer 1X (anexo 
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2)), como amortiguador para la muestra. Se calentaron las muestras durante 5 minutos a 95ºC y se 
incubaron 5 minutos en hielo, antes de ser utilizadas, o bien se almacenaron a – 20°C. 
Se preparó el gel de corrimiento al 10 % y el gel de apilamiento al 4% (anexo 3) para el análisis de 
la expresión de IGF-I e IGF-II. Una vez polimerizado el gel de apilamiento, se cargaron 100 µg de 
proteína obtenida. El corrimiento inicial de las proteínas fue a 80 V, hasta que las muestras se 
alinearon y llegaron a la transición con el gel de corrimiento. A partir de ahí, se incrementó el 
voltaje a 100 V, monitorizando el corrimiento de las proteínas durante ~3-4 hrs. 
Una vez que terminó la electroforesis (anexo 4), las proteínas en el gel fueron transferidas a una 
membrana de PVDF previamente hidratada con metanol absoluto. Para ello, se colocó el gel junto 
con la membrana PVDF, en contacto estrecho, ensambladas entre capas de papel filtro y esponjas 
humedecidas con buffer de transferencia, en un “cassette”. El mismo fue colocado en la cámara de 
electrotransferencia, llena con solución amortiguadora pre-enfriada, durante 20 horas a 50 mA, 
para que las proteínas fueran conducidas desde el gel hacia la membrana. 
El bloqueo de la membrana se realizó con leche baja en grasa al 5% durante ~1 hora a temperatura 
ambiente. Al finalizar el bloqueo, se enjuagó la membrana con solución TBS-Tween 20, 3 veces 
por 5 minutos cada uno (anexo 5). Después del bloqueo, la membrana se incubó con el anticuerpo 
primario (IGF-II o IGF-IIR) durante toda la noche, en agitación suave a 4ºC. Al día siguiente, se 
lavó la membrana con TBS-T (tris buffered saline and tween 20), 3 veces por 5 minutos cada 
lavado, para eliminar el excedente del anticuerpo. Posteriormente, al eliminar el anticuerpo 
primario, la membrana se incubó con el anticuerpo secundario durante 1 hora 30 minutos, a 
temperatura ambiente, en agitación suave. Al termino del tiempo, se enjuagó nuevamente la 
membrana con TBS-T, 3 veces por 5 minutos, para eliminar el anticuerpo que no se unió. 
Para detectar las bandas de IGF-I e IGF-II se utilizó un método colorimétrico mediante el revelado 
con diaminobenzidina (Sigma – Aldrich) y peróxido de hidrogeno (Fermont), utilizando 150 µL y 
30 µL, respectivamente, en 10 mL de PBS (phosphate buffered saline), en el cual la membrana se 
incubó con agitación suave durante ~15 minutos, hasta la aparición de las bandas de proteína 
teñidas con los anticuerpos. El análisis de las membranas obtenidas mediante western blot, se 
realizó con el programa ImageJ y los resultados obtenidos se analizaron mediante ANOVA, con el 





6.4 Criterios de inclusión 
- Ratones hembras y machos de la cepa BALB/c de 8 semanas de edad. 
- Que consumieron agua o el edulcorante asignado durante 6 semanas. 
- Ratones que pesaron más de 20 g. 
 
6.5 Criterios de exclusión 
- Ratones fuera del rango de edad. 
- Ratones enfermos o con alteraciones fisiológicas evidentes antes del principio del estudio. 
- Ratones que pesaron menos de 20 g. 
 
Criterios eliminación 
- Ratones que enfermaron o murieron durante el desarrollo del proyecto. 
 
6.6. Instrumentos  
- Laberinto de agua de Morris 
- Equipo para western blot: 
o Centrifuga 
o Lector de microplacas 
o Equipo de electroforesis 
o Equipo de electrotransferencia 
o Agitador 
o Congeladores de -20 y -70°C 
 
6.7 Recolección de datos 
- Hojas de registro para evaluar tiempo que tardaban los ratones en llegar a la plataforma del 
laberinto de agua así como el registro del número de cruces por la misma área. 
- Toma de fotografía para los resultados de western blot 






6.8 Análisis de datos 
Debido a que los datos obtenidos en el laberinto de agua de Morris no son paramétricos, se utilizó 
la prueba estadística de Kruskall – Wallis, con análisis de Dunn como post–hoc, como prueba de 
comparación múltiple, mediante el programa GraphPad Prims 5 para el análisis de datos. El análisis 
de las membranas obtenidas mediante western blot se realizó por densitometría con el programa 
ImageJ y los resultados obtenidos se analizaron mediante ANOVA con el programa GraphPad 
Prism versión 5.01, para determinar las diferencias en la expresión de los IGFs. 
 
6.9 Aspecto ético 
Los experimentos fueron realizados en el laboratorio de Neuroquímica de la Facultad de Medicina 
de la Universidad Autónoma del Estado de México, siguiendo las guías para el cuidado y uso de 
animales de laboratorio con base a la NOM-062-ZOO-1999, así como la aprobación del Comité de 
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El consumo de edulcorantes no nutritivos como sustitutos de azúcar es cada vez mayor en la 
población a nivel mundial, debido a la necesidad de prevenir o tratar patologías crónicas 
relacionadas con alteraciones del metabolismo energético, como la diabetes mellitus tipo 2 y la 
obesidad, entre otras. Sin embargo, los beneficios del consumo de estos suplementos alimenticios 
han sido cuestionados, ya que se les ha relacionado con cambios metabólicos a nivel sistémico y 
en el sistema nervioso central. Entre las señales que regulan el metabolismo energético a nivel 
central se encuentran los factores de crecimiento similares a insulina, IGF-I e IGF-II, por lo que el 
objetivo de este estudio fue identificar la existencia de cambios en la expresión de estas moléculas 
en el sistema nervioso central de ratones adultos suplementados con los edulcorantes comerciales 
sacarosa, sucralosa o glucósidos de esteviol, diariamente, durante 6 semanas. Los resultados 
obtenidos muestran que la suplementación con sucralosa disminuye la expresión de IGF-I y II, 
mientras que la suplementación con glucósidos de esteviol incrementa de forma no significativa la 
expresión de ambas moléculas, en el cerebro de los animales experimentales. Estos datos sugieren 
que el consumo frecuente de edulcorantes comerciales modifica la expresión de IGFs en el sistema 
















7.1.5. Apartados del capítulo de libro 
 
Introducción 
La glucosa es un edulcorante con alto contenido energético, considerado como la principal fuente 
de energía en la dieta humana1, sin embargo, su consumo excesivo se ha relacionado con 
alteraciones celulares de diversos tipos, incluyendo cambios en el funcionamiento de las células 
neuronales2,3. El funcionamiento adecuado del sistema nervioso depende de un suministro 
adecuado de glucosa, por lo que condiciones como la hipoglucemia o hiperglucemia pueden ser 
deletéreos en el cerebro, ocasionando cambios en la producción de neurotransmisores y factores 
neurotróficos, alterando el funcionamiento de estructuras cerebrales implicadas en la regulación 
del metabolismo sistémico4,5. 
Debido a esto, los edulcorantes no nutritivos (bajos en calorías), compuestos con sabor cientos de 
veces más dulce que la sacarosa y caracterizados por un bajo aporte energético, entre los que se 
incluyen compuestos artificiales y naturales como la sucralosa y los glucósidos de esteviol, se 
emplean comúnmente como alternativa para la prevención y tratamiento de patologías relacionadas 
con alteraciones en el metabolismo energético, como la obesidad o la diabetes mellitus, así como 
por la población en general, como alternativa para el control del peso corporal6,7. El consumo de 
edulcorantes, tanto nutritivos como no nutritivos, genera señales que son captadas en la periferia y 
transmitidas al sistema nervioso central (SNC), activando regiones cerebrales involucradas en la 
regulación del consumo de alimentos8,9. La activación de señales periféricas y centrales regula la 
liberación de hormonas, factores neurotróficos y neurotransmisores, que intervienen en la 
regulación del apetito, la percepción de la intensidad y calidad del sabor dulce y los aspectos 
hedónicos del consumo del alimento10. 
Se ha observado que cuando los niveles de glucosa varían de manera crónica, como sucede en 
condiciones de hiperglucemia o hipoglucemia prolongadas, pueden alterar el tejido cerebral, 
afectando la producción de factores de crecimiento como el factor neurotrófico derivado del 
cerebro (BDNF), que es uno de los sustratos esenciales para mantener el adecuado funcionamiento 
de las neuronas11, Dado que la producción de factores de crecimiento puede relacionarse con 
modificaciones dietéticas que afectan la disponibilidad de energía en el tejido nervioso, existe la 
posibilidad de que el uso de edulcorantes bajos en calorías pueda tener algún efecto en el 
metabolismo energético a nivel sistémico y en el tejido cerebral, modificando la expresión y 
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función de otras moléculas relevantes para el metabolismo neuronal, como los factores de 
crecimiento similares a insulina (IGFs). 
El sistema de IGFs corresponde principalmente a dos moléculas, IGF-I e IGF-II, dos receptores, 
IGF-IR e IGF-IIR y diversas proteínas de unión12, los cuales, junto con la insulina y su respectivo 
receptor, contribuyen en la regulación del metabolismo y crecimiento celular con base en la 
disponibilidad de nutrimentos en el organismo13,14. En el SNC, los IGFs actúan sobre células 
neuronales en regiones específicas, como el hipocampo, meninges y plexos coroideos15,16, donde 
favorecen la supervivencia, diferenciación y proliferación celular, además de regular la 
homeostasis y funcionamiento de las sinapsis neuronales17,18. Se ha demostrado que la deficiencia 
de nutrimentos derivada de modificaciones en la dieta puede alterar la expresión de factores de 
crecimiento a nivel sistémico19,20, por lo que el consumo frecuente edulcorantes bajos en calorías 
podría influir tanto en la expresión como en la función de los IGFs a nivel central. El objetivo de 
este proyecto fue determinar si existen alteraciones en la expresión de IGFs en el tejido cerebral de 
ratones, relacionados con el consumo frecuente de los edulcorantes comerciales glucósidos de 
esteviol y sucralosa, que pudieran estar relacionadas con cambios en los mecanismos de hambre y 
saciedad en el organismo. 
 
Metodología 
Los experimentos fueron realizados en el Laboratorio de Neuroquímica de la Facultad de Medicina 
de la Universidad Autónoma del Estado de México, siguiendo las guías para el cuidado y uso de 
animales de laboratorio con base a la NOM-062-ZOO-1999 adicionalmente se contó la aprobación 
del Comité de Ética en Investigación de la misma institución.  
 
Animales y grupos experimentales 
Se criaron ratones macho de la cepa BALB/c bajo condiciones estándar (ciclo de luz – oscuridad 
de 12:12 h; temperatura promedio de 22 °C), alimentados con dieta completa en cuanto al contenido 
de nutrientes para ratón (5015 Mouse Diet – Lab Diet, México) y acceso a agua purificada ad 
libitum. A las ocho semanas de vida, se formaron cuatro grupos de 8 ratones cada uno, los cuales 
continuaron con la misma dieta, pero con las siguientes modificaciones en sus bebidas: el grupo 
control consumió agua purificada; el grupo sacarosa consumió agua suplementada con sacarosa 
(solución al 10% en agua purificada); el tercer grupo consumió agua suplementada con sucralosa, 
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1g de presentación comercial diluido en 100 mL de agua (1 g de presentación comercial contiene 
0.012 g de sucralosa) y el cuarto grupo consumió agua suplementada con glucósidos de esteviol, 
1g de presentación comercial diluida en 100 mL de agua (1 g de presentación comercial contiene 
0.025 g de glucósidos de esteviol), durante seis semanas. Durante este periodo, la preparación de 
las diferentes bebidas, así como el registro del consumo de cada grupo, se realizó diariamente, a la 
misma hora desde el inicio hasta el fin del tratamiento. 
 
Disección de tejido cerebral 
Al término del periodo de suplementación, los ratones fueron sacrificados por sobredosis de 
anestesia con 40 mg/kg de pentobarbital sódico por vía intraperitoneal. Posteriormente, se realizó 
una perfusión transcardiaca con 40 mL de solución amortiguadora de fosfatos (PBS) fría y se 
procedió a realizar la disección del tejido cerebral. 
 
Obtención y cuantificación de proteínas totales del tejido cerebral 
El tejido cerebral fue disgregado en 1000 µL de buffer de lisis (IGEPAL – Sigma Aldrich I3021), 
complementado con 20 µl de inhibidores de proteasas y fosfatasas IP50X (coctel inhibidor de 
proteasas Sigma–Adrich P8340), 100 µl de fluoruro de sodio (Productos Químicos Monterrey 
34902)), 20 µl de fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM (Sigma – Aldrich P7626-16) y 20 µl de 
ortovanadato de sodio 2 mM (Sigma – Aldrich S6508). El contenido se recolectó en tubos de 1.5 
mL, que se mantuvieron en hielo durante 45 minutos con agitación cada 15 minutos. 
Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a 13,000 xg a 4 °C durante 20 minutos. Finalmente, 
se obtuvieron las proteínas del sobrenadante, las cuales fueron cuantificadas con el método de 
Bradford (Quick Start Bradford Protein Assay de BIO-RAD), midiendo la  absorbancia a 595 nm 
en un espectrofotómetro (Labsystems ORIGINAL Multiskan). La concentración final se ajustó a 
400 mg de proteína en 100 mL (4:1). 
 
Análisis de expresión de proteínas por Western Blot 
Se preparó un gel de corrimiento de poliacrilamida al 15% para los IGFs y 7.5% para el receptor. 
Se cargaron 60 µg de proteína obtenida de los diferentes grupos experimentales y se realizó el 
corrimiento a 100 V durante 90 – 120 minutos en una cámara de electroforesis vertical (BIO – 
RAD Mini-PROTEAN® Tetra System). Terminada la electroforesis, las proteínas fueron 
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transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) prehidratada con metanol 
absoluto en una cámara de electrotransferencia húmeda (Cleaver scientific Ltd.). Al término de la 
transferencia, la membrana fue lavada con solución TBS-tween 20 (1:1000) y bloqueada con leche 
al 5% durante una hora a temperatura ambiente, para proceder a la detección de las proteínas de 
interés. Para detectar los IGFs y el receptor de IGF-I, se utilizaron los siguientes anticuerpos 
primarios: Para IGF-I se utilizó anticuerpo policlonal de conejo anti-IGF-I (abcam ab9572) a una 
dilución de 1:1000; para IFG-II se empleó anticuerpo policlonal de conejo anti-IGF-II (abcam 
ab9574) a una dilución de 1:1000; para IGF-IR se utilizó el anticuerpo policlonal de conejo anti–
IGF-IR (abcam ab39675) a una dilución de 1:2000. Los anticuerpos primarios se dejaron en 
agitación durante toda la noche a 4 ºC. Al finalizar el lavado se agregó el anticuerpo secundario 
anti conejo conjugado con peroxidasa de rábano (Goat anti – rabbit IgG (H+L) Horseradish 
Peroxidase, Thermo Scientific 31460) a una dilución de 1:2000 durante 90 minutos a temperatura 
ambiente. Como control de carga, se determinó la expresión de actina en las muestras, empleando 
anticuerpo para ratón monoclonal anti-β-actina (Sigma–Aldrich A5316) a una dilución de 1:500 y 
como anticuerpo secundario se utilizó anticuerpo de cabra-anti IgG de ratón (abcam ab9165) a una 
dilución de 1:2000, a temperatura ambiente, en agitación, en un tiempo de 90 minutos. Finalmente, 
se procedió al revelado con diaminobencidina (Sigma-Aldrich D5637) y peróxido de hidrógeno en 
PBS durante 15 – 30 minutos hasta detectar las bandas de interés. 
 
Análisis Estadístico 
Para determinar la significancia estadística en la expresión de las proteínas de interés, las bandas 
obtenidas por western-blot fueron analizadas por densitometría (unidades arbitrarias) con el 
programa ImageJ y posteriormente analizadas por ANOVA, utilizando la prueba de Tuckey post-
hoc para obtener la significancia entre grupos, considerando p<0.05 como significativa. Las 










Expresión de IGFs en el cerebro de ratones suplementados con edulcorantes  
Para determinar cambios en la expresión de IGF-I y II en el cerebro de los animales experimentales, 
empleamos el análisis de western-blot en extractos de proteínas totales obtenidas del cerebro de los 
animales de cada grupo de estudio. 
En relación a la expresión de IGF-I, nuestros resultados muestran un incremento no significativo 
en la expresión de esta proteína en los grupos suplementados con sacarosa (35.51 ± 17.11, unidades 
arbitrarias) y glucósidos de esteviol (24.91 ± 11.38), en contraste con una disminución en animales 
suplementados con sucralosa (5.35 ± 1.63), comparados con el grupo control (15.54 ± 8.37) (Figura 
1A). El análisis estadístico muestra una diferencia significativa en la expresión de esta proteína 
entre los grupos sacarosa y sucralosa, siendo menor en este último (p<0.05) (Figs. 1A, B).  
En contraste, el análisis de la expresión de IGF-II muestra una disminución en la expresión de esta 
proteína en los grupos suplementados con sacarosa (24.68 ± 3.57) y sucralosa (13.85 ± 3.48), en 
comparación con los grupos control (31.48 ± 8.23) y glucósidos de esteviol (30.00 ± 6.61), siendo 
significativa la disminución en la expresión de IGF-II en el grupo sucralosa en comparación con 
los demás grupos (p<0.05) (Figs. 1A, B). Estos resultados sugieren que la suplementación con 
edulcorantes nutritivos y no nutritivos modifica la expresión de IGFs en el cerebro de ratones 
macho, con la sucralosa disminuyendo la expresión tanto de IGF-I como de IGF-II, en comparación 
con otros grupos experimentales. 
 
Expresión de IGF-IR en el cerebro de ratones suplementados con edulcorantes  
En relación a la expresión de los receptores para IGFs, nuestros resultados muestran un incremento 
significativo en la expresión de IGF-IR en los grupos suplementados con sacarosa (30.26 ± 1.83) 
o sucralosa (30.08 ± 1.45), comparados con los grupos control (21.15 ± 3.92) y glucósidos de 
esteviol (18.51 ± 3.16) (p<0.05) (Fig. 1B). La expresión del receptor IGF-IIR no pudo ser detectada 
con el anticuerpo disponible, por lo que no fue considerada en el estudio. Estos resultados sugieren 
un control complejo de la expresión de IGF-IR en respuesta a los edulcorantes, ya que se observa 
un incremento en la expresión de esta molécula tanto en el grupo suplementado con sacarosa como 






Actualmente se está optando cada vez más por el consumo de edulcorantes no nutritivos, entre los 
que se encuentran los glucósidos de esteviol y la sucralosa. No obstante su empleo generalizado, 
el efecto benéfico en la salud de estos aditamentos no ha sido concluyente, además de que se sabe 
poco sobre su efecto en el SNC21,22, debido a que la glucosa es la fuente principal de energía para 
el cerebro23. 
La relevancia de los IGFs en el SNC radica en la demostración de su importancia en la 
funcionalidad neuronal durante procesos cognitivos de aprendizaje y memoria, regulando la 
neurogénesis y gliogénesis en áreas del hipocampo, además del bulbo olfatorio y el cerebelo 14,24; 
sin embargo, estos procesos dependen tanto de la producción adecuada de estas moléculas como 
de la expresión de sus receptores específicos (IGF-IR e IGF-IIR). Al activarse, estos receptores 
desencadenan cascadas de señalización que convergen con vías como el de la proteína cinasa de 
serina/treonina mTOR, para regular procesos tanto anabólicos como catabólicos, con el fin de 
mantener la homeostasis celular, favoreciendo el crecimiento y proliferación neuronal25–27. 
En algunos estudios se ha observado que las modificaciones dietéticas, como el consumo excesivo 
de grasas o de carbohidratos, pueden modificar la expresión de IGF-I, así como de proteínas de 
unión a IGFs como IGFBP-1 e IGFBP-3, a nivel sistémico, alterando la tolerancia a la glucosa y la 
sensibilidad a la insulina28–30. De hecho, nuestros resultados demuestran que existen diferencias en 
la expresión de los IGFs en el tejido cerebral de los ratones suplementados con diferentes 
edulcorantes. La suplementación con sacarosa y glucósidos de esteviol incrementa de manera no 
significativa la expresión de IGF-I, mientras que la suplementación con sucralosa parece disminuir 
la expresión de esta molécula, en comparación con los animales no suplementados. Un incremento 
en la expresión de IGF-I puede promover procesos anabólicos, la translocación y biosíntesis de 
lípidos y el almacenamiento de nutrientes31, así como tener un efecto neuroprotector al promover 
la neurogénesis, diferenciación así como la agregación celular e inhibir la apoptosis, favoreciendo 
la plasticidad cerebral al aumentar las señalización de las cascadas como la proteína cinasa B (Akt) 
así como de la cinasa reguladora de la señal extracelular (ERK)32,33. 
Algunos de los cambios detectados en los animales en nuestro modelo experimental son las 
modificaciones en el peso; es decir, los ratones suplementados con sacarosa tienden a ganar peso 
en comparación con los demás grupos experimentales. De forma similar, los grupos suplementados 
con glucósidos de esteviol tienden a aumentar de peso durante el periodo de estudio (datos no 
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mostrados). En ambos casos, esto podría dar soporte a los cambios en el metabolismo energético 
esperados en relación al incremento en la expresión de IGF-I observada en este estudio en el 
cerebro de los animales suplementados con edulcorantes. En contraste, los animales suplementados 
con sucralosa no muestran cambios importantes en el peso en comparación con el grupo control, 
lo que correspondería a la expresión disminuida de IGF-I en el cerebro de los mismos reportada en 
este estudio. 
En relación a la expresión de IGF-II, nuestros resultados mostraron una disminución significativa 
de la expresión de esta molécula en el grupo suplementado con sucralosa, mientras que la expresión 
normal se mantuvo en el grupo de glucósidos de esteviol, en comparación con los ratones sin 
suplementación. Estudios recientes han reportado su participación en procesos cognitivos 
relacionados con el aprendizaje y memoria34, así como efectos neuroprotectores contra lesiones 
citotóxicas neurodegenerativas35 y su contribución en mecanismos de neuroprotección, actuando 
como antioxidante, reduciendo alteraciones que inducen neurodegeneración in vitro36, e incluso se 
han observado las modificaciones de su expresión in vitro en condiciones de deficiencia de 
hierro19,37, por lo que es evidente que las modificaciones en la dieta afectan directamente su 
expresión. Debido a que en nuestro estudio no se observan cambios importantes en el peso de los 
animales suplementados con sucralosa en comparación con el grupo control, sería necesario 
explorar con mucha mayor profundidad los posibles efectos metabólicos de los cambios en la 
expresión de IGFs observados en este grupo experimental. 
Aunque el funcionamiento adecuado de los IGFs depende de su interacción con los receptores 
adecuados, en nuestro estudio encontramos que la expresión de IGF-IR no sigue un patrón 
predecible, dado que se observa un incremento en la expresión de este receptor en los grupos 
suplementados tanto con sacarosa como con sucralosa, en los que se observan, respectivamente, 
un incremento y una disminución en la expresión de IGF-I en relación al grupo control. Con 
respecto al incremento en la expresión de IGF-IR en el grupo sucralosa, el resultado podría ser 
esperado como mecanismo de compensación ante la expresión disminuida de IGF-I en el cerebro 
de los ratones suplementados con este edulcorante, debido a que al disminuir la expresión del 
ligando, la expresión del receptor puede incrementarse para compensar la falta de señal de 
activación. De esta manera, se mantendría la señalización dependiente de IGF-I ante una 
disminución en su expresión, continuando con el funcionamiento celular normal. 
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No obstante, esta explicación no satisface la observación de un incremento en la expresión tanto 
de IGF-IR como de IGF-I en los animales suplementados con sacarosa, ya que en este caso lo que 
se esperaría sería una disminución en la expresión del receptor, para compensar el incremento en 
la señal derivada del ligando correspondiente. Más aún, debe tomarse en cuenta que el receptor 
IGF-IR es capaz de enlazarse con IGF-II además de IGF-I, por lo que es posible que no se observe 
el mismo mecanismo compensatorio en la expresión del receptor en el grupo suplementado con 
sacarosa debido a que la expresión de ambos IGFs se mantiene en relación al grupo control, 
mientras que en el grupo suplementado con sucralosa la expresión de ambos IGFs se encuentra 
disminuida, por lo que se esperaría que el efecto compensatorio en la expresión del receptor fuera 
más evidente en ese grupo, tal como observamos. 
Asimismo, es necesario recordar que en este estudio no pudo detectarse la expresión del receptor 
IGF-IIR debido a la mala calidad del anticuerpo empleado, por lo que es necesario igualmente 
establecer la presencia de cambios en los patrones de expresión de este receptor en respuesta a la 
suplementación con edulcorantes para poder establecer una imagen más clara de la regulación de 
este sistema en las condiciones experimentales usadas en este estudio. En algunos estudios se 
sugiere utilizar inhibidores de receptores de IGF-I e IGF-II36, para obtener una respuesta más 
fidedigna; sin embargo, esto tampoco se realizó en este proyecto. 
 
Conclusión 
Algunos consideran que los edulcorantes no nutritivos pueden actuar como sustancias inertes, 
quizás por su baja absorción por lo que no alteran el metabolismo de manera significativa. Sin 
embargo, también se sabe que la modificación de la disponibilidad de glucosa dentro del 
organismo, derivada del uso frecuente de estos compuestos, puede tener diversos efectos 
inesperados, como la modificación de las características de la microbiota intestinal, reportada 
recientemente, que afectan finalmente al metabolismo energético y la función del organismo. Por 
lo que nuestros resultados muestran que la suplementación frecuente con edulcorantes, tanto 
nutritivos como no nutritivos, afecta la expresión de los factores de crecimiento similares a insulina 
en el cerebro de ratones macho, lo cual sugiere que el uso de estos compuestos puede tener efectos 
en las poblaciones neuronales, afectando la regulación de la homeostasis sistémica del organismo, 
por lo que es necesario explorar más a fondo los efectos de los edulcorantes in vivo, con miras a 
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Figura 1. Expresión de IGFs en cerebro de ratones BALB/c suplementados con edulcorantes. 
A) Western-blot de proteínas totales extraídas de cerebro de ratones macho BALB/c, para 
determinar la expresión de las proteínas IGF-I, IGF-IR e IGF-II. β-actina fue utilizada como control 
de carga. n= 6, un experimento representativo de seis es mostrado. B) Análisis densitométrico 
(promedio de seis diferentes experimentos) expresado en media de unidades arbitrarias (UA) ± 
E.E. Las diferencias estadísticamente significativas son mostradas en cada gráfica, tomando p < 
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Learning and memory are essential cognitive processes for development and survival in 
response to external stimuli. Nutrition, and glucose availability in particular, is known to play a 
relevant role in their adequate functioning on memory. Non-nutritive sweeteners are a widely 
used alternative to substitute sucrose for health reasons, reducing the calorie content in food 
while maintaining a sweet flavor. Although these compounds are considered safe for human 
consumption, accumulating evidence indicates possible metabolic alterations related to their 
habitual intake. The present study sought to determine the effect of non-nutritive sweetener 
intake on spatial learning and memory in vivo, using a murine model of dietary supplementation 
with sucrose, sucralose or steviol glycosides in the Morris water maze test. Our results revealed 
that sucrose, sucralose and steviol glycosides had differential sex-dependent effects on spatial 
learning and memory, with steviol glycosides-supplemented males showing the best 
performance, followed by sucralose-supplemented females, whereas both steviol glycosides- 
and sucrose-fed females showed the poorest performance overall. Our data provides further 
evidence of cognitive alterations derived from dietary modification of glucose availability, using 
a model of habitual sweetener consumption in vivo, and encourages further exploration of the 
role of non-nutritive sweeteners in metabolic alterations that may be relevant for human health. 
 
Keywords: Spatial learning; spatial memory; non-nutritive sweeteners; frequent intake; sucrose; 













7.2.4. Apartados del artículo  
Introduction 
Alterations in spatial learning and memory in sweetener-supplemented mice 
Learning and memory are cognitive processes implicated in the acquisition of knowledge for 
the survival of an organism in its environment (van der Beek, 2008). There is evidence that brain 
structures related to these processes, such as the hippocampus and brain cortex, are susceptible 
to functional alterations related to external factors, including nutritional changes (Dauncey, 
2009); this is especially evident in early life, since it is a critical period for neurodevelopment 
(Dauncey, 1999). Nutritional modifications affecting glucose availability in the brain are 
relevant for neuronal homeostasis and plasticity, as these processes depend on the proper 
distribution and availability of nutrients within the central nervous system (CNS) (Mainardi, 
2015). Neurons require an adequate supply of glucose to maintain energy production necessary 
for biosynthesis of neurotransmitters and other signaling molecules; thus, metabolic alterations 
like hyperglycemia and hyperinsulinemia have been related to cognitive deterioration in 
different studies (Cukierman-Yaffee, 2009; Darling, 2013), with various forms of dementia 
being present in up to 40% of diabetic patients, compared with 18% in non-diabetic individuals 
(Crane, 2013). Furthermore, these conditions are linked with a decrease in hippocampal volume 
and cognitive impairment (Crichton, 2016; Grabenhenrich, 2014)  
Diabetes mellitus and other metabolic diseases, such as obesity and metabolic syndrome, are 
related in part to consumption of carbohydrate- and fat-rich diets, which disrupt the organism’s 
energy metabolism, leading to development of chronic degenerative conditions (Shankar, 2013). 
As these pathologies are widespread and considered serious public health issues, there is 
extensive research into strategies for decreasing their incidence, among which, the use of non-
nutritive sweeteners as sucrose substitutes is one of the most commonly used, not only by 
patients with specific pathologies, but by healthy individuals (Chattopadhyay, 2011). 
Sweeteners are substances that provide sweet flavor and may be classified on the basis of their 
caloric content as caloric or non-nutritive (Swithers, 2010). Due to their characteristics, they are 
used in the food and beverage industry as additives to replace both the taste and energy content 
provided by common sugar. 
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Although commercially available sweeteners are considered safe for regular use, recent studies 
have disputed the beneficial effects of these substances, due to findings of unexpected 
sweetener-related side effects on the intestinal microbiota, energy metabolism and the immune 
system (Brown, 2010; Lutsey, 2008; Pepino, 2011). Intake of non-nutritive sweeteners has been 
associated with a positive energy balance due to alterations in feeding behavior, including 
increased food intake, as well as body weight gain, accumulation of body fat and decreased 
caloric compensation (Chen, 2009; Swithers, 2010).  These effects may be explained in part by 
changes in insulin production due to non-nutritive sweetener consumption,  
sucrose is know to promote cephalic-phase insulin release and to stimulate thyroid activity, 
whereas sucralose supplementation decreases thyroxine and triiodothyronine concentrations, as 
well as thyroid peroxidase activity, thus possibly slowing systemic metabolism and favoring 
weight gain (Palkowska-Gozdzik, 2016; Glendinning, 2017).  
Additionally, regular sugar consumption has been related to decreased cognitive performance, 
particularly in spatial learning and memory tasks, in animal models, as well as diabetic and non-
diabetic humans (Kendig, 2014; Ye, 2011). However, despite extensive research on the effects 
of glucose availability on CNS homeostasis and functions, the effects of habitual non-nutritive 
sweetener intake on CNS-dependent processes, such as learning and memory, have not been 
previously determined.  The present study aimed to evaluate spatial learning and memory in 
animals under long-term supplementation with non-nutritive sweeteners, in an effort to 
determine if their chronic use may affect cognitive process in vivo. 
 
Methods 
All experiments were performed following national guidelines for animal care in research and 
were approved by the Ethics in Research Committees from the authors’ institutions. 
 
Animals and experimental groups 
BALB/c male and female mice were raised under standard conditions (12:12 h light:dark cycle; 
22º C temperature), fed with commercially available rodent-specific diet (5001 PMI, Nutrition 
International L.L.C, USA), complete in nutrient content, and provided with purified water ad 
libitum. At eight weeks of life, animals were separated by sex and randomly assigned to one of 
four different experimental groups, which continued under the same standard conditions and 
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rodent diet, but with modified drinking solutions, as follows: control group (female: n=11; male: 
n=11) with regular purified water; Sucrose group (female: n=11; male: n=10), supplemented 
with 10% sucrose in purified water; Sucralose group (female: n=12; male: n=12), supplemented 
with 1 g commercial sucralose (0.012 g) (Splenda® McNeil Nutritionals, LLC) in 100 mL 
purified water and; Steviol group (female: n=11; male: n=12), supplemented with 1g 
commercial steviol glycosides (0.025 g) (Svetia® Metco®) In 100 mL purified water. All 
groups were allowed to drink at will. Supplementation was provided daily for 6 weeks. 
 
Evaluation of spatial learning and memory by Morris water maze 
Analysis of spatial learning and memory in experimental animals was performed with the Morris 
water maze test. A circular pool (93 cm diameter and 50 cm depth) was placed in a semi-dark 
room and filled with water (23 – 24 ºC temperature) to a depth of 27 cm. The water was made 
opaque by addition of non–toxic colorant. The pool was divided in four equal-area quadrants 
and a rectangular, transparent acrylic platform (10 cm x 12 cm) was located, submerged, in a 
specific quadrant. Two visual cues, a purple rectangle and a yellow circle, were placed in close 
proximity to the maze, to serve as orientation markers for the animals. The evaluation consisted 
of a “training period” of five days, during which mice were placed, individually, at four different 
starting points inside the pool, and allowed to find their way to the hidden platform. Elapsed 
time, from the beginning of the test at each starting point until arrival at the platform area, was 
recorded daily. This period represents the learning process. After the 5-day learning period, we 
performed the evaluation of memory by running a test where the hidden platform was removed 
from the pool. Every mouse was placed once at each of the previous starting points in the pool 
and allowed to explore for sixty seconds in search of the platform. The final evaluation day was 
video recorded. Subsequently, the latency (time spent finding the platform area), number of 
crosses (times crossing the platform area) and time spent in the quadrant where the platform was 








Analysis of the results from both the learning period and memory tests was done by non 
parametric Kruskal–Wallis and Dunet post–hoc tests, to determine statistical significance 




Evaluation of spatial learning in sweetener-supplemented mice. 
We used the Morris Water Maze (MWM) to assess the learning process in our experimental 
animals. The analysis consisted in determining the amount of time taken by each animal to find 
a submerged, hidden platform, which was located in a single fixed position at a specific quadrant 
of the swimming pool, across a five-day learning period. The experiments were assessed 
individually for each animal, considering male and female mice separately for determination of 
sex differences within groups, as well as differences among groups. 
Among groups (including both male and female mice), our results show that mice from both 
control (CON) and sucrose (SUG) groups spent close to 30 seconds in average to reach the 
hidden platform during the 5-day span (27.36 ± 1.64 s and 29.67 ± 1.95 s average, respectively), 
with the SUG group taking the longest amount of time to complete the task. In contrast, the 
sucralose (SUC) and steviol glycosides (SG) groups spent almost 10 seconds less time to reach 
the platform (20.82 ± 1.38 s and 19.80 ± 1.39 s), with the SUC groups being significantly faster 
at day 1 (23.38 ± 3.03 s, p<0.05) and the SG group being significantly faster at day 5, compared 
to controls (14.54 ± 3.04 s, p<0.001) (Table 1, Fig. 1A-B). Slight variations were observed 
within groups in each training day, with all groups showing the most relevant decrease in time 
taken to reach the hidden platform on the second day of training. Decreases in time taken to find 
the platform ranged from 3 s for the SUC group to 11 s for the SG group (Table 1, Fig. 1B). The 
SG group showed the best performance after 5 days, significantly cutting the time taken to reach 
the platform by half, from 30.65 s at day 1 to 14.54 s at day 5 (p<0.001) (Table 1, Fig. 1B). 
In contrast to the group data, results from sex-grouped animals show that, for female animals, 
the SUC group had the best results in the learning period, with the fastest time to reach the 
platform at day 1 (19.92 ± 3.05 s, p<0.05) and the fastest average time after 5 days (18.67 ± 4.19 
s), while SUG females had the slowest average time throughout (37.05 ± 4.81 s). There was a 
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significant difference between SUG and SUC groups (p<0.05) (Table 1, Figs. 1C-E). For males, 
the CON group showed the worst performance (32.23 ± 5.86 s), with the SG group once again 
being significantly better (p<0.001), recording the fastest average time after 5 days (16.31 ± 
1.68 s), while also recording the lowest average time taken to reach the platform among all 
animals at day 5 of training (6.66 ± 0.99 s, p<0.001) (Table 1, Figs. 1C-D, F). All animals 
showed a decrease in average time taken to reach the platform at day 2 of the learning period, 
regardless of sex and there were significant differences between males and females in both the 
SUG and SG groups (p<0.05) (Figs. 1B-D). 
Taken together, our data suggests that mice supplemented with the non-nutritive sweeteners 
sucralose or steviol glycosides perform better on average in the training period of the Morris 
water maze test than animals consuming sucrose or plain purified water; however, differences 
by sex suggest that female mice decrease their performance at the learning task when 
supplemented with sucrose, while improving it when supplemented with sucralose, whereas 
male mice supplemented with steviol glycosides were the best during the learning period. 
 
Evaluation of spatial memory in sweetener-supplemented mice. 
Evaluation of spatial memory in our model consisted in determining the behavior of previously 
trained animals when the hidden platform was removed from the test. Parameters evaluated 
included latency (time taken from the moment the animal is placed in the water to its reaching 
the platform’s last known position), number of crosses performed by each animal over the area 
where the hidden platform was previously placed and finally, the amount of time spent by each 
animal swimming in the area where the hidden platform was previously located. 
Regarding latency, results for group data (male + female) show that the SUC group had the 
lowest latency, taking the least average time to reach the area were the hidden platform was 
previously found (17.08 ± 2.63 s), followed by CON and SG (19.55 ± 3.12 s and 19.83 ± 4.31 
s, respectively), with SUG having the highest latency (25.24 ± 4.71 s). No statistically 
significant differences were found among groups (Table 2, Fig. 2A). These results correspond 
with group data by sex, as comparisons among female mice show the SUC group having the 
lowest latency (16.08 ± 3.66 s), followed by CON (18.55 ± 4.32 s), with SUG and SG having 
latencies at, or above, 30 s (29.55 ± 6.24 s and 35.82 ± 5.98 s, respectively). A statistically 
significant difference was found for the SG group (p<0.05). (Table 2, Fig. 2A). Interestingly, 
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SG females took even more time to reach the platform area than they did during the training 
period (35.82 ± 5.98 s vs. 23.85 ± 2.07 s average, respectively) (Tables 1-2). In contrast, male 
mice from the SG group had the lowest latency of all animals (5.16 ± 0.88 s), followed by SUC, 
SUG and CON (18.08 ± 3.91 s, 20.50 ± 7.17 s and 20.55 ± 4.69 s, respectively). Latency from 
SG males was significantly lower than control (p<0.001). Male animals from the SG group 
performed significantly better in this test than their female counterparts (p<0.001), having the 
best results overall (Table 2, Fig. 2A). 
For the number of crosses over the area of the hidden platform, our results show no significant 
statistical differences among groups, with CON, SUC and SG groups crossing an average of 5 
times over the area (5.27 ± 0.63, 5.37 ± 0.66 and 5.65 ± 0.73, respectively), and the SUG group 
showing a non significant tendency to decreased number of crossings (4.57 ± 1.00 average) 
(Table 2, Fig. 2B). Results for sex-grouped animals show that males from the SG group had a 
significantly better performance, crossing over the platform area an average of 8 times in 60 
seconds (8.00 ± 0.50, p<0.001), whereas females from the SG and SUG groups had the lowest 
number of crosses in the same amount of time (3.09 ± 0.94, p<0.05, and 3.27 ± 0.99, 
respectively). There was a significant difference between males and females from the SG group 
(p < 0.001) (Table 2, Fig. 2B). 
Finally, results for time taken by each animal surveying the area where the platform was 
previously located show no significant differences among groups. Female mice from the SUG 
and SG groups showed a tendency towards spending the least amount of time swimming over 
the platform area (14.27 ± 2.25 s and 15.82 ± 3.21 s, respectively), with the SUC group spending 
significantly more time on average surveying the area, among all animals (23.33 ± 2.74 s, p<0.05 
compared to SUG) (Table 2, Fig. 2C). In contrast, male mice from the SG group spent the most 
time surveying the platform area among all males (21.00 ± 1.18 s) and SUC males spent the 
least time (16.58 ± 2.91 s). No significant differences were found among males (Table 2, Fig. 
2C). 
Collectively, our results for the memory task appear to correspond with data obtained in the 
training period, showing that female mice from the SUG and SG groups have decreased 
performance and female mice from the SUG group showing a tendency toward enhanced 
performance, decreasing their latency and increasing the number of crosses and survey time 
over the platform area. Similarly to results from the learning period, male mice from the SG 
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group had the best global performance among all animals, showing the lowest latency and 
highest number of crosses, as well as the second most time spent surveying the platform area. 
Overall, our combined data from the learning and memory tasks suggest that female mice 
supplemented with sucralose and male mice supplemented with steviol glycosides show 
enhanced performance in our experimental model, with significant differences observed mainly 
for male mice supplemented with SG. 
 
Discussion 
The consolidation of acquired knowledge in the form of memories requires structural and 
functional modifications of the nervous tissue in order to make the memory permanently 
available. Multiple factors intervene in memory consolidation, among which nutrition is 
especially relevant due to the high metabolic rate of nervous tissue and its dependence on 
glucose to supply the required energy  (Isaacs, 2008). Thus, substituting glucose in the diet for 
non-nutritive sweeteners, although useful to preserve or enhance the palatability of food while 
limiting caloric intake, may affect the process of memory formation and consolidation. 
Although the effects of non-nutritive sweetener supplementation have been more extensively 
assessed on systemic metabolism (Anton, 2010; Sylvetsky, 2011), their effects on the central 
nervous system have not been thoroughly determined. Our goal was to determine the effects of 
non-nutritive sweetener supplementation on spatial learning and memory in mice. Our analysis 
of spatial learning in sweetener-supplemented mice using the Morris water maze test, a useful 
model for research on these aspects of memory (Wenk, 2004), suggests that mice fed with either 
the non-nutritive sweetener sucralose or steviol glycosides daily, during a 6 week period, 
perform better overall than mice supplied with sucrose or under a regular diet without 
supplementation, as non-nutritive sweetener-supplemented mice decreased their average time 
to reach the platform by approximately 10 seconds, compared to the other groups in a 5 day 
training span. Interestingly, these differences were mostly derived from the performance of 
steviol glycosides-supplemented male mice, which improved their time progressively, being the 
fastest in average among all animals and having the fastest average time at the end of the 
learning period (6.66 s), whereas females from the sucralose group where the fastest among all 
females, with an average time of 19.01 s, while sucrose-fed female mice had the slowest average 
time overall (34.17 s). 
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A detrimental effect of sucrose supplementation on cognitive functions, particularly those 
related to spatial learning and memory, has been previously demonstrated in animal models in 
studies with rats fed sucrose solutions ranging from 10-35%. These studies showed impaired 
cognitive performance in spatial learning and memory in the Morris water maze and Y maze 
tests, an effect that lasted several weeks after the end of supplementation in some cases (Kendig, 
2014). Furthermore, cognitive impairment derived from habitual sucrose intake has also been 
observed in humans, and has been suggested to relate to uric acid accumulation and/or increased 
inflammatory activity in affected individuals (Ye, 2011). Our results seem to corroborate 
cognitive deficits derived from habitual sucrose intake in female rodents, while non-nutritive 
sweeteners appear to improve cognitive performance in our model. However, the effect 
observed in non-nutritive sweetener-supplemented mice may be related to decreased dietary 
intake of glucose and fructose derived from sucrose, as opposed to an actual effect of the 
sweetener itself on cognition. 
These differences were maintained in the spatial memory stage of the test, where the steviol 
glycosides group had the best performance overall, with male animals having the lowest overall 
latency, highest number of crosses over the platform area and spent the second most amount of 
time surveying the hidden platform area after platform removal, only behind sucralose-fed 
females, which spent the most time surveying the area overall and had the lowest latency among 
females. Similarly to the learning period, differences between male and female sweetener-
supplemented mice were clearly evident in the memory test, as steviol glycosides-supplemented 
males were the best performers among all animals, followed by sucralose-supplemented 
females, while females from the steviol glycosides group performed worse than during the 
learning period and had the worst performance overall. It is relevant to emphasize the 
differential effect of steviol glycosides on cognitive performance in female and male mice, as 
our results suggest that males supplemented with these compounds improved their performance 
significantly, whereas females had the poorest performance overall. To our knowledge, there 
are no reports on the possible detrimental effects of steviol glycosides on cognition in either 




Collectively, our data suggest that sweetener supplementation may have a differential effect on 
learning in male or female mice, which may be derived from differences in their metabolic rates, 
visuospatial development or area-specific functions in the brain due to hormonal factors. 
Supporting this notion, previous studies of spatial learning in meadow voles and deer mice have 
also reported differential performance in male and female animals, with females with high 
estradiol levels showing poorer performance compared to all other animals (Galea, 1995 and 
1996). The correlation of cognitive performance with female hormones such as estradiol and 
progesterone may be related to their effects on the hippocampus, where they have been shown 
to modulate synaptic excitability and plasticity through effects on GABAergic (gamma-
aminobutyric acid-dependent) signaling by altering the expression of opioid and GABA 
receptors (Wójtowicz & Mozrzymas, 2010). Estradiol has also been shown to modulate both 
long-term potentiation (LTP) and long-term depression (LTD) in the hippocampus, relevant 
components in the mechanisms of memory formation and retention, by alterations in 
hippocampal dendritic spine density and up-regulation of N-methyl-D-Aspartate (NMDA) 
receptors and non-nuclear estrogen receptors (ERα y ERβ) in neurons (Ogiue-Ikeda, 2008). 
However, as we did not assess hormonal status on female animals, it is likely that some of the 
variation observed in our experimental results in female groups may be attributed to differences 
in hormonal concentrations throughout the estrous cycle, which should be addressed in future 
studies. 
On the other hand, improved performance of non-nutritive sweetener-supplemented mice may 
be related to decreased energy availability from glucose in the brain, as caloric restriction has 
been previously shown to decrease circulating glucose and insulin concentrations in plasma and 
to improve neurogenesis and neuronal survival in the hippocampus through up-regulated 
expression of the neurotrophins brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and neurotrophin-3 
(NT-3) (Lee, 2002). Although non-nutritive sweeteners are not commonly used to model caloric 
restriction per se, it is possible they may have a similar effect on the organism if used properly. 
Further investigation of the role of non-nutritive sweeteners on the production of neurotrophic 
factors in the brain and the activation of signaling pathways involved in the regulation of 
appetite and energy balance is ongoing in our laboratory. 
Even though the non-nutritive sweeteners sucralose and steviol glycosides are not known to be 
metabolized within the organism, they are still able to stimulate both gustatory and olfactory 
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receptors throughout the gastrointestinal tract, which respond to dietary components and deliver 
signals to diverse brain areas, affecting central functions relating to appetite, feeding behavior 
and energy balance in the organism. Since memory formation depends not only on energy 
availability but on the integrated functions of multiple structures in the central nervous system, 
in particular the hippocampus and its projections through the nucleus accumbens, ventral 
tegmental area, thalamus, amygdala and entorhinal cortex, it is possible that non-nutritive 
sweeteners may promote metabolic effects through both direct (in the CNS) and indirect 
(gastrointestinal) sensory pathways related to taste and olfaction. Indeed, sucralose has already 
been demonstrated to stimulate primary taste pathways in the human brain in a different manner 
than sucrose (Frank et al., 2008) and it has also been shown to affect blood glucose and insulin 
concentrations in humans, probably related to enhanced secretion of intestinal hormones, such 
as glucagon-like peptide-1 (GLP-1) (Pepino, 2013; Temizkan, 2015). Therefore, it is also 
possible to suggest that non-nutritive sweeteners may modify a variety of CNS functions via 
effects on gustatory and olfactory receptors during consumption. This possibility warrants 
further investigation. 
In conclusion, our results provide further evidence for the effects of sweetener supplementation 
on cognitive functions and suggest that particular non-nutritive sweeteners may have sex-
specific consequences on cognitive processes related to spatial learning and memory. 
Differential outcomes of steviol glycosides supplementation on cognitive performance in male 
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Tables and figures 
 
Table 1. Evaluation of spatial learning in sweetener-supplemented mice. 
 
Group 
Time to reach platform (s) 
Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 5-day avg. 
Male + Female 
CON 34.09 ± 4.26 24.32 ± 2.87 24.75 ± 3.51 26.2 ± 3.89 27.43 ± 3.68 27.36 ± 1.64 
SUG 31.36 ± 4.49 27.69 ± 4.22 28.17 ± 4.39 28.07 ± 4.73 32.05 ± 4.42 29.67 ± 1.95 
SUC  23.38 ± 3.03* 19.71 ± 2.21 17.88 ± 2.68 21.02 ± 3.45 22.1 ± 3.93 20.82 ± 1.38* 
SG 30.65 ± 3.5 16.8 ± 2.53* 17.43 ± 2.08 19.57 ± 3.28 14.54 ± 3.04** 19.8 ± 1.39* 
Female 
CON 35.95 ± 6.37 21.55 ± 3.48 21.64 ± 5.04 21.55 ± 6.06 25.18 ± 6.13  25.17 ± 2.49  
SUG 37.05 ± 5.98 29.49 ± 5.87 33.09 ± 5.39 34.36 ± 6.57 37.05 ± 4.81 34.17 ± 2.5* 
SUC  19.92 ± 3.05* + 17.33 ± 1.71 17.71 ± 3.20+ 21.42 ± 5.06 18.67 ± 4.19+ 19.01 ± 1.61*+ 
SG 29.23 ± 5.33 20.86 ± 4.53 20.18 ± 3.14 25.86 ± 4.99 23.14± 5.21 23.85 ± 2.07+ 
Male 
CON 32.23 ± 5.86 27.09 ± 4.64 27.86 ± 4.94 27.86 ± 4.94 29.68 ± 4.28 28.95 ± 2.15 
SUG 25.1 ± 6.43 25.9 ± 6.34 22.75 ± 6.95 22.75 ± 6.95 26.55 ± 7.51 24.61 ± 2.94# 
SUC  26.83 ± 4.89 22.08 ± 4.07 18.04 ± 4.45 18.04 ± 4.45 25.54 ± 6.7 22.11 ± 2.13* 
SG 31.96 ± 4.88 13.08 ± 2.18* 14.92 ± 2.67* 14.92 ± 2.67* 6.66 ± 0.99** # 16.31 ± 1.68** # 
 
Note: Time to reach the hidden platform during the 5-day and 5-day average learning period, 
by group. Data is shown as mean ± SEM. n=10-12 animals per group/sex. * p<0.05 and ** 
p<0.001, compared to control group. + p<0.05, sucralose compared to sucrose. # p<0.05, 
comparing males and females from the same group. 
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Note: Results for latency, number of crosses and time in quadrant. Data is shown as mean ± 
SEM. n=10-12 animals per group/sex. * p<0.05 and ** p<0.001, compared to control group. + 







Female + male Female Male 
CON 19.55 ± 3.12 18.55 ± 4.32 20.55 ± 4.69  
SUG 25.24 ± 4.71 29.55 ± 6.24 20.50 ± 7.17  
SUC  17.08 ± 2.63 16.08 ± 3.66 18.08 ± 3.91 
SG 19.83 ± 4.31 35.82 ± 5.98* 5.16 ± 0.88 ** # 
 Number of crosses 
CON 5.27 ± 0.63 5.63 ± 0.93 4.90 ± 0.88 
SUG 4.57 ± 1.00 3.27 ± 0.99 6.00 ± 1.75 
SUC  5.37 ± 0.66 5.58 ± 1.01 5.16 ± 0.88 
SG 5.65 ± 0.73 3.09 ± 0.94* 8.00 ± 0.50** # 
 Time in quadrant (s) 
CON 19.27 ± 2.13 20.91 ± 3.27 17.64 ± 2.80 
SUG 17.62 ± 2.20 14.27 ± 2.25 21.30 ± 3.70 
SUC  19.96 ± 2.08 23.33 ± 2.74+ 16.58 ± 2.91 




Figure 1: Evaluation of spatial learning in sweetener-supplemented mice. (A) Average 
results from the training period, by group (female + male). (B) Daily results from the training 
period, by group. (C) Results from the final day of the training period, compared by sex 
(F=female; M=male). (D) Average results from the training period, compared by sex. (E) Daily 
results from the training period, females only. (F) Daily results from the training period, males 
only. Data are presented as mean ± SEM. n=10-12 animals per group/sex. *p<0.05 and 
**p<0.001, compared to control group. +p<0.05, SUC compared to SUG. #p<0.05, comparing 




















Figure 2: Evaluation of spatial memory in sweetener-supplemented mice. Analysis of the 
platform-seeking behavior after the 5-day training period in the Morris water maze test, with 
platform removed. (A) Latency. (B) Number of crosses. (C) Time in quadrant. All data are 
presented as complete group (female + male) and compared by sex (F=female; M=male). Data 
are presented as mean ± SEM. n=10-12 animals per group/sex. *p<0.05 and *p<0.001, 
compared to control group. +p<0.05, SUC compared to SUG. #p<0.05, comparing males and 
females from the same group. 
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8. Discusión general  
Las cantidades adecuadas de glucosa son necesarias para el desarrollo y crecimiento favorable 
del sistema nervioso central (SNC), a través de procesos celulares como la neurogénesis y la 
gliogénesis, además de la síntesis de neurotransmisores, hormonas y factores de crecimiento, 
que en conjunto permiten la formación y consolidación de complejas redes neuronales durante 
la etapa prenatal (146). Sin embargo, en etapas postnatales, los circuitos y redes neuronales ya 
formados continúan consolidándose, por lo que los primeros años de vida son críticos para la 
maduración del SNC, dada la vulnerabilidad a las concentraciones de glucosa. Sin embargo, 
también se ha visto que los efectos derivados de alteraciones en el suministro de glucosa en el 
SNC pueden persistir incluso en etapas tardías, especialmente en funciones relacionadas con 
áreas cerebrales específicas donde existe neurogénesis adulta, como el hipocampo, el estriado y 
el bulbo olfatorio, que tienen importancia por sus funciones relacionadas con la cognición (147).  
El consumo excesivo de carbohidratos se relaciona con cambios en el funcionamiento del SNC, 
debido a su alto aporte energético, además de que están implicadas en el desarrollo de 
enfermedades metabólicas crónicas, como la diabetes mellitus tipo 2, la obesidad y el síndrome 
metabólico, las cuales a su vez promueven alteraciones en el funcionamiento normal del SNC y 
cambios en las funciones cognitivas (143). Debido a esto, se ha sugerido que el consumo de 
edulcorantes no nutritivos, que disminuyen el aporte energético proveniente de los carbohidratos 
en la dieta, es útil en la prevención de estas patologías (148). Sin embargo, diversos estudios 
han demostrado lo contrario, dejando en duda si realmente existe un efecto benéfico a la salud. 
Debido a esto, el presente proyecto se enfocó en indagar si el consumo frecuente de estos 
aditivos alimentarios puede afectar procesos cognitivos como la memoria y el aprendizaje, así 
como la expresión de proteínas relacionadas al funcionamiento normal de estos procesos, como 
los factores de crecimiento similares a insulina (IGFs). 
Los resultados de este estudio muestran que la expresión de IGFs se altera en ratones machos 
suplementados de manera frecuente con edulcorantes comerciales durante un periodo de 6 
semanas. Notablemente, la expresión de IGF-I disminuye en ratones suplementados con 
sucralosa, mientras que aumenta en ratones suplementados con sacarosa. Igualmente, se observó 
una disminución significativa en la expresión de IGF-II en los animales suplementados con 
sucralosa, aunque esta molécula también disminuye su expresión en los ratones suplementados 
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con sacarosa. Finalmente, la disminución en la expresión de ambos IGFs en los animales 
suplementados con sucralosa corresponde a un aumento significativo en la expresión de IGF-IR 
en sus cerebros. Como se sabe la función de los IGFs especialmente el IGF-II, están relacionados 
con la función cognitiva (149), considerándolos como algunos mecanismos moleculares que 
intervienen en los procesos de memoria y aprendizaje, por lo que en este proyecto hemos podido 
ver que las concentraciones de glucosa modificadas por el consumo de los diferentes 
edulcorantes nutritivos como la sacarosa y no nutritivos como la sucralosa así como los 
glucósidos de esteviol ocasionan que la expresión de estos factores de crecimiento sean alterados 
y como consecuencia podrían estar relacionados con algunas alteraciones en su vía de 
señalización teniendo como consecuencias alteraciones relacionadas con algunos procesos 
cognitivos, quizás no sea la causa directa de las posibles alteraciones pero existe la posibilidad 
de su relación con ellas; como en nuestro proyecto, en el que el exceso de sacarosa se observó  
aumento en la expresión de IGF-I, lo cual puede sugerir que el receptor no estuviera captando 
adecuadamente a esta molécula. Esto da pauta a buscar la expresión de los receptores de los 
IGFs, sin embargo, este paso se consideró durante la elaboración de este proyecto, pero los 
anticuerpos utilizados que pudimos adquirir no fueron de buena calidad, debido que durante el 
desarrollo de los experimentos obtuvimos bandas de pesos moleculares diferentes a los 
esperados o bien no hubo una expresión de los receptores de manera clara, por lo que sugerimos 
indagar más en la búsqueda de estos receptores así como de otros mecanismos básicos de 
señalización, para consolidar que los efectos por la diferencia en el consumo de edulcorantes, si 
puede tener efecto en el ambiente neuronal y este  su vez en la función dependiendo del área de 
las neuronas donde sean susceptibles a esta alteración. 
Los resultados obtenidos de la expresión de IGFs también corresponden con algunos cambios 
relevantes en la capacidad de aprendizaje y memoria espacial de los animales en estudio. Los 
grupos de animales suplementados con edulcorantes no nutritivos mostraron mejorías en su 
desempeño durante los periodos de entrenamiento y evaluación en el laberinto de agua de 
Morris. Tanto los grupos suplementados con glucósidos de esteviol como los suplementados 
con sucralosa mejoraron sus tiempos de adquisición de la plataforma escondida en la prueba, 
disminuyendo su latencia e incrementando su número de cruces sobre el área de la plataforma 
y su tiempo de rastreo en la misma área durante la evaluación final de la memoria espacial. Hay 
que notar, asimismo, que los resultados de estas pruebas variaron en relación al sexo de los 
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animales, con los ratones machos mejorando significativamente su desempeño en relación a 
todos los demás grupos experimentales cuando fueron suplementados con glucósidos de 
esteviol, mientras que en los ratones hembra la mejoría significativa se notó en el grupo 
suplementado con sucralosa, mientras que los glucósidos de esteviol tuvieron un efecto contrario 
en ellas. 
Las diferencias de aprendizaje y memoria pueden variar entre géneros por múltiples factores, 
algunos de ellos por diferencias anatómicas, es decir, los hombres suelen ser más hábiles para 
la memoria espacial a diferencia de la memoria verbal que está más desarrollada en las mujeres 
debido a su dimorfismo neuroanatómico (150); otro factor que puede influir en dicha diferencia 
es la presencia del ambiente hormonal que tienen las mujeres, lo cual varía según el ciclo 
ovárico, haciendo que las fluctuaciones de los estrógenos influyan en la fisiología del sistema 
nervioso (151).  
Considerar los factores internos como externos, que influyen en la fisiología tanto neuronal 
como de cualquier otra célula del organismo, es importante, por lo que, se requiere de 


















9. Conclusiones generales 
En conjunto, nuestros resultados sugieren que el consumo frecuente de edulcorantes no 
nutritivos, se relaciona con cambios en la producción de factores de crecimiento similares a 
insulina en el SNC y con cambios en la capacidad de memoria espacial en ratones machos y 
hembras. 
La expresión de IGF-I e IGF-II disminuye significativamente en ratones macho suplementados 
con sucralosa, mientras que la expresión del receptor IGF-IR se incrementa en el mismo grupo. 
Sin embrago, las alteraciones en la memoria espacial varían de acuerdo al sexo del animal, con 
los glucósidos de esteviol mejorando el desempeño en ratones macho y la sucralosa mejorándolo 
en ratones hembra. 
El presente proyecto provee evidencia adicional sobre el posible efecto del consumo frecuente 
de edulcorantes en la producción de moléculas relevantes para el funcionamiento del organismo, 
particularmente el tejido nervioso, así como sobre las funciones cognitivas de aprendizaje y 
memoria espacial. Estas alteraciones merecen ser estudiadas con mayor profundidad, para 
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Anexo 1.  
Evaluación de memoria espacial con laberinto de agua de Morris. 
El laberinto de agua es uno der los más empleados en el estudio de la memoria espacial en 
roedores. En este laberinto los animales tienen que nadar para encontrar una plataforma oculta, 
el cual fue diseñado por R.G Morris para evaluar la memoria espacial en ratas. 
1. En una piscina circular de 150 cm de diámetro y una altura de las paredes de 70 cm, se coloca 
agua con o sin colorante no tóxico, con temperatura de 22 – 23ºC, dentro del contenedor se 
sitúa una plataforma de 10 x 12 cm. 
2. Se divide la piscina en cuatro cuadrantes (de forma imaginaria), se numera como uno al 
cuadrante inferior izquierdo, dos al cuadrante inferior derecho, tres al cuadrante superior 
izquierdo y cuatro en el centro; en ese orden se introducirá al ratón. Se colocan dos puntos 
de referencia, además del evaluador con posición en el exterior del cuadrante uno. 
3. Se agarra al ratón de la cola para introducirlo con el hocico apuntando hacia las paredes de 
la piscina, se inicia colocando al ratón en el cuadrante uno, para que busque la plataforma 
con un tiempo máximo de 60 segundos, si la encuentra antes se dejará al ratón durante 10 
segundos en ella, pero de no encontrarla después de los 60 segundos, se le tomará de la cola 
y se le deja 10 segundos en la plataforma, posteriormente se le dejará descansar durante 25 
segundos fuera del agua y se realizara el mismo procedimiento consecutivamente en los 
cuadrantes 2, 3 y 4. 
4. Finalmente se seca al ratón con una toalla absorbente para regresarlo a su caja. 
5. Este procedimiento se realizará durante cinco días consecutivos de la misma forma y a la 
misma hora. 
6. En el sexto día se le realiza la evaluación del aprendizaje, para lo cual se coloca una 
videocámara para filmar los movimientos del ratón. 
7. Para la evaluación, se quita la plataforma de su lugar, luego se introduce al ratón de la misma 
forma que en el entrenamiento, solo que en esta ocasión en el cuadrante 1 y se le dejará 
durante un minuto, se le tomará de la cola y se secará con papel absorbente para introducirlo 
de nuevo a su caja. El procedimiento es el mismo para cada ratón entrenado previamente. 
8. Se hace el análisis del video identificando: 
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a. Latencia. Tiempo en que tarda en llegar al cuadrante de la plataforma. 
b. Cruces. Número de veces que paso o cruzo por el cuadrante de la plataforma. 
c. Tiempo que permanece en el cuadrante de la plataforma. Durante el minuto evaluado se 
medirá el tiempo que permaneció en el cuadrante donde se encontraba la plataforma. 










































1. Colocar al ratón en el 
cuadrante uno y dejarlo 
durante 60 segundos 
máximo para que 
encuentre la plataforma. 
2. Colocar al ratón en el 
cuadrante dos y dejarlo 
durante 60 segundos 
máximo para que 












































3. Colocar al ratón en el 
cuadrante tres y dejarlo 
durante 60 segundos 
máximo para que 
encuentre la plataforma. 
4. Colocar al ratón en el 
punto cuatro (centro) y 
dejarlo durante 60 
segundos máximo para 
que encuentre la 
plataforma. 
Colocar al ratón en el cuadrante uno y dejarlo que 
nade durante 60 segundos para que encuentre el 
área de la plataforma, mientras se filman sus 
movimientos. 
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Anexo 2.  
Soluciones para Western blot. 
0 BUFFER DE LISIS. 
- 1 mL de IGEPAL NP40 (Octilfenil de polietilenglicol éter) (Sigma – Aldrch) 
- 5 mL Tris (tris(hidroximetil)aminometano) 0.5M pH 6.8 
- 25 µL de EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) 0.2M pH8.0 
- 100 µL de EGTA (etilenenglicol-bis(2-aminoetiletér)N,N,N´,N´-ácido tetraácetico) 50 
mM pH7.9 
- 51 µL β-mercaptoetanol (SIGMA – ALDRICH) 
 
Complementar a 50 mL con agua destilada en tubo de 50 mL, envolver con papel 
aluminio a 4ºC. La solución es estable aproximadamente por un mes si se mantiene en 
condiciones adecuadas, al utilizarlo por cada mL de buffer de lisis se complementara con: 
 
- 20 µL de IP50X (inhibidor de proteasas)     
- 20 µL de PMFS ((fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 
- 20 µL de Na3VO4 (ortovanadato de sodio) 













-  ESTANDARES DE ALBUMINA. 
 







10 50 µL 950 µL 
20 100 µL 900 µL 
40 200 µL 800 µL 
60 300 µL 700 µL 
80 400 µL 600 µL 
100 500 µL 500 µL 
120 600 µL 400 µL 
 
Los tubos con estándares se guardan a 4ºC 
0 SLB-4X (SAMPLE LOADING BUFFER 4-X) 
- 3.8 mL de agua destilada 
- 1 mL Tris 0.5 M pH 6.8 
- 0.8 mL de glicerol 
- 0.4 mL de azul de bromofenol al 1% 
- 1.6 mL de SDS10% (dodecilsulfato sódico) (Sigma – Aldrich)  
Alicuotar 950 µL de la mezcla en tubos de 1.5 mL y guardarlos a -20ºC. Antes de su uso 
completar con 50 µL de 2-β-mercaptoetanol por cada tubo. Cuando el tubo ya tiene 2-β-




Soluciones para la preparación de geles de acrilamida. 
0 ACRILAMIDA/BIS 30%, 2.67% 
- 146 gr de acrilamida (Nota: Altamente neurotóxica, utilizar doble guante y cubrebocas) 
(Sigma – Aldrich). 
- 4 gr de N´N metilene-bis-acrilamida (Sigma – Aldrich) 
Disolver en 300 mL de agua destilada, mezclar bien y completar a 500 mL. Filtrar la solución 
con gasa. 
Almacenar en frasco ámbar o envolver en papel aluminio y almacenar a 4ºC 
0 GEL DE CORRIDA 30%. 
 7.5% 10% 12% 
Agua destilada 4.8 mL 4 mL 3.3 mL 
Tris 1.5 M pH 8.8 2.5 mL 2.5 mL 2.5 mL 
SDS 10% 100 µL 100 µL 100 µL 
Acrilamida/bis 
30%, 2.67 
2.5 mL 3.3 mL 4.0 mL 
APS 10% 100 µL 100 µL 100 µL 
TEMED 25 µL 25 µL 25 µL 






0 Tris 1.5 M pH 8.8 
o 18 gr de Tris base. Disolver en 70 mL de agua destilada, ajustar pH a 8.8 y aforar 
a 100 mL con agua destilada. 
 
0 Lauril Sulfato de Sodio 10% (SDS 10%) (Sigma – Aldrich).  
o 10 gr de SDS, disolver en 70 mL de agua, evitando hacer espuma, completar a 
100 mL con agua destilada. 
0 Persulfato de Amonio 10% (APS 10%) (Sigma – Aldrich). 
o 1 gr de Persulfato de Amonio en 10 mL de agua destilada. Almacenar a 4ºC. 
0 GEL DE APILAMIENTO 4%. 
 
 4% 
Agua destilada 6.1 mL 
Tris 0.5 M pH 6.8 2.5 mL 




APS 10% 100 µL 
TEMED 25 µL 








0 Tris 0.5 M pH 6.8 
o 6 gr de Tris base. Disolver en 70 mL de agua destilada, ajustar pH a 6.8 y aforar 
a 100 mL con agua destilada. 
0 Lauril Sulfato de Sodio 10% (SDS 10%) (Sigma – Aldrich) 
o 10 gr de SDS, disolver en 70 mL de agua, evitando hacer espuma, completar a 
100 mL con agua destilada. 
0 Persulfato de Amonio 10% (APS 10%) (Sigma – Aldrich). 
o 1 gr de Persulfato de Amonio en 10 mL de agua destilada. Almacenar a 4ºC. 
0 BUFFER DE CORRIDA (RUNNING BUFFER) 5X. 
- 15 gr de Tris base (Sigma – Aldrich). 
- 72 gr de glicina (Sigma – Aldrich). 
Disolver en 700 mL de agua destilada y completar 1 L, filtrar con gasa doble. Almacenar a 
Tº ambiente. 
0 BUFFER DE CORRIDA 1X 
- 200 mL de buffer de corrida 5X. 
- 10 mL de SDS 10% 











 Anexo 4. 
Soluciones para la transferencia de proteínas a membranas de PVDF. 
0 BUFFER DE TRANSFERENCIA (25Mm Tris, 192 mM Glicina, 20% metanol). 
- 200 mL de buffer de corrida 5X. 
- 200 mL de metanol (J. T. Baker). 
- 600 mL de agua destilada. 
0 TBS 10X 
- 80 gr de NaCl (J. T. Baker). 
- 24.2 gr de Tris base (Sigma – Aldrich). 
Disolver en 800 mL de agua destilada, ajustar el pH a 7.6 con HCl y ajustar el volumen final a 
1 L. 
0 TBS 1X-TWEEN 20. 
- 100 mL de TBS 10 
- 899 mL 900 mL de agua destilada 












Anexo 5. Preparación de anticuerpos 
0 Leche al 5%. 
- 100 mL de TBS-Tween. 
- 5 gr de leche baja grasa. 
Anticuerpos para incubación de membranas  
0 Rb pAb to IGF2 (Abcam) (anticuerpo primario). 
- 10 mL de leche sin grasa al 5%. 
- 5 µL de IGF-IIR conejo. 
0 IGF-IIR (H300) (policlonal de conejo IgG) (anticuerpo primario). 
- 10 mL de leche baja en grasa al 5%. 
- 40 µL de IGF-IIR conejo. 
0 Anti-rabbit IgG VeriBlot for IP secondary antibody (AP) (anticuerpo secundario) 
- 10 mL de albumina al 1% 
5 µL de anti-conejo. 
